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1 Einleitung 
1.1 Klinischer Hintergrund 
1.1.1 Epidemiologie 
Die periphere arterielle Verschlusskrankheit ist eine häufige Erkrankung mit ernster Prognose. So 
wird die Prävalenz in Deutschland mit etwa 6% der Erwachsenen angegeben(Kroger et al., 2006), bei 
Patienten über 70 Jahre sogar mit fast 20%(Espinola-Klein et al., 2008). Dabei beträgt die 5-Jahres-
Überlebensrate für diese Patienten nur 75%, wobei Todesursache fast immer ein kardiovaskuläres 
oder zerebrovaskuläres Ereignis ist. Folge der paVK ist eine chronische Ischämie der betroffenen 
Extremitätenmuskulatur. Bei Vorliegen von Ruheschmerzen oder Ulzerationen beträgt die 
Wahrscheinlichkeit für eine Amputation innerhalb eines Jahres 30%(Espinola-Klein, 2011). 
1.1.2 Konventionelle Therapie 
Klassische therapeutische Ansätze umfassen interventionelle Methoden(Dattilo et al., 2011) und die 
operative Anlage von Bypässen(Moxey et al., 2011). Medikamentöse Therapien haben sich als nicht 
dauerhaft erfolgreich erwiesen(Hiatt, 2001). Neben einer nicht unerheblichen perioperativen 
Morbidität und Mortalität(Moxey et al., 2011) bei Gefäßoperationen gibt es zudem zahlreiche „No-
option“-Patienten mit schlechter Lebensqualität, bei denen es nicht möglich ist, mittels 
konventioneller Methoden die Gliedmaßen zu erhalten(Sprengers et al., 2010). Daher ist die 
Entwicklung neuer Therapieansätze dringend notwendig, wobei die gezielte Förderung körpereigener 
Mechanismen des Gefäßwachstums, namentlich der Arteriogenese und der Angiogenese, in den 
Mittelpunkt des Interesses gerückt ist. 
1.2 Vaskulogenese, Angiogenese und Arteriogenese 
1.2.1 Vaskulogenese 
Die de novo Bildung von Gefäßen wird als Vaskulogenese bezeichnet und findet während der 
Embryonalentwicklung statt. Dabei bilden endotheliale Progenitorzellen oder Angioblasten aus dem 
lateralen Mesoderm ein primitives Netzwerk aus, aus dem dann die Blutgefäße entstehen(Swift et 
al., 2009). Ob Vaskulogenese auch im adulten Organismus möglich ist, wird kontrovers 
diskutiert(Lasala et al., 2011) (s. Abb. 1: a)). 
1.2.2 Angiogenese 
Obwohl der Begriff „Angiogenese“ häufig als Sammelbegriff für alle Formen des postnatalen 
Gefäßwachstums verwendet wird, beschreibt er im engeren Sinne einzig das Aussprossen von 
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Gefäßen aus anderen, bereits bestehenden Gefäßen(Potente et al., 2011). Triebfeder der 
Angiogenese ist die Gewebshypoxie(Heil et al., 2007). Am Anfang steht die NO-vermittelte 
Vasodilatation und die VEGF-vermittelte Steigerung der Gefäßpermeabilität(Carmeliet, 2000). 
Proangiogene Signale führen auch zur Induktion neuer Phänotypen in lokalen Endothelzellen. 
Einzelne Zellen werden zu „tip cells“, bilden Fortsätze aus, degradieren die lokale extrazelluläre 
Matrix und geben die Richtung der Gefäßbildung vor. Hinter den „tip cells“ an der Spitze 
unterstützen „stalk cells“ die Aussprossung und bilden ein Gefäßlumen(Potente et al., 2011). Nach 
der Aussprossung kommt es zur Gefäßreifung durch Rekrutierung unter anderem von 
Perizyten(Kupatt et al., 2010) und SMCs(Carmeliet, 2000). Eine zentrale Rolle bei der Regulation 
dieser Vorgänge kommt dabei dem Notch-Signalweg zu(Phng et al., 2009). Ein weiterer bedeutender 
Faktor zur Initiation und Regulation der Aussprossung ist VEGF (Eilken et al., 2010). Als Quelle für die 
angiogenen Signale können endotheliale Progenitorzellen dienen(Rajantie et al., 2004, Ziegelhoeffer 
et al., 2004), welche durch Chemotaxis entlang eines SDF-1-Gradienten in das Ischämiegebiet 
rekrutiert werden(Segers et al., 2011, Stellos et al., 2007) (s. Abb. 1: b)). 
1.2.3 Arteriogenese  
Demgegenüber wird die Verstärkung und Vergrößerung bestehender Gefäße zu Kollateralarterien als 
Arteriogenese bezeichnet. Im Gegensatz zur Angiogenese ist dieser Vorgang nicht primär von 
Hypoxie abhängig, sondern hauptsächlich von Veränderungen der Schubspannung(Heil et al., 2007). 
Da die Schubspannung am arteriellen Endothel mit der Flussgeschwindigkeit im Gefäß 
korreliert(Heide et al., 2009), führt ein Gefäßverschluss zu einer Änderung der Schubspannung in 
korrespondierenden Gefäße(Heil et al., 2007). Veränderungen der Schubspannung führen dabei zur 
Sekretion von NO und zu gesteigerter Expression zahlreicher Adhäsionsmoleküle und 
chemoattraktiver Stoffe(Lee et al., 2004), darunter MCP-1(Ito et al., 1997). Es kommt zur 
Rekrutierung von mononukleären Zellen(Schaper, 2009) und Lymphozyten(Hellingman et al., 2011) in 
die Gefäßwand, welche Proteasen sezernieren, die die extrazelluläre Matrix auflösen. Die Zellen 
produzieren ebenso NO über iNOS. Vaskuläre SMCs ändern durch von mononukleären Zellen 
sezernierte Wachstumsfaktoren ihren Phänotyp und proliferieren, mit der Folge einer Zunahme des 
Gefäßdurchmessers und der möglichen Flussmenge führt. Man geht davon aus, dass Angiogenese 
nicht allein, sondern nur in Kombination mit Arteriogenese proximal des Ischämiegebietes zu einer 
klinisch relevanten Seigerung des Blutflusses im Ischämiegebiet führen kann(Schaper, 2009) (s. Abb. 
1: c)). 
In chronischer Ischämie scheinen die Mechanismen der Angiogenese und Arteriogenese durch 
Störungen der Endothelfunktion mit verringerter NO-Synthese(Aicher et al., 2003, Schachinger et al., 
 
2000) und Störungen der Rekrutierung der Angiogenese und Arteriogenese vermittelnden 
Zellen(Heeschen et al., 2004, Kissel
Abb. 1:  Unterschiedliche Arten der Gefäßneubildung: a) Vaskulogenese, b) Angiogenese,  
c) Arteriogenese. (Aus 
1.3 Neue Therapiestrategien
1.3.1 Allgemeines 
Es wird ein erheblicher Forschungsaufwand betrieben u
konventionelle Therapie nicht erfolgreich ist, eine Revaskularisierung mittels Steigerung des 
Gefäßwachstums zu erreichen. 
1.3.2 Wachstumsfaktoren
Am Anfang dieser Bemühungen stand die Therapie mit Wachstumsfaktoren
beispielsweise für MCP-1(Ito et al.
im Tiermodell durchaus vielversprechende Ergebnisse erzielt werden konnt
klinischen Studien zur Applikation von beispielsweise FGF
al., 2003) als Protein in myokardialer Ischämie 
 et al., 2007) erheblich beeinträchtigt zu sein. 
(Carmeliet, 2000)) 
 
m bei Patienten, bei denen eine 
 
(Folkman, 1971
, 1997), FGF-2(Lebherz et al., 2003) oder VEGF
en, konnte in 
-2(Simons et al., 2002)
kein therapeutischer Nutzen festgestellt werden.
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1.3.3 Gentherapie 
Um die lokale Konzentration und die Einwirkungsdauer von VEGF zu erhöhen, wurde als nächstes 
Gentransfer entweder mittels nackter Plasmide(Kusumanto et al., 2006) oder viraler Vektoren wie 
Adenoviren(Makinen et al., 2002, Rajagopalan et al., 2003) oder AAVs(Hinkel et al., 2011) versucht. 
Die Verwendung viraler Vektoren erwies sich dabei als erfolgreicher, wobei mit immunologischen 
Nebenwirkungen und einer schlechten Steuerbarkeit der Expression gerechnet werden muss(Hinkel 
et al., 2011). Ein weiterer Ansatz ist die Transfektion von Thymosin β4, einem Wachstums- und 
Überlebensfaktor mit pleiotropem Effekt(Hinkel et al., 2010). Neben guten Ergebnissen in einem 
Schweinemodell der myokardialen Ischämie(Hinkel et al., 2008) scheint eine AAV-vermittelte 
Applikation auch in chronischer peripherer Ischämie im Kaninchenmodell sehr vielversprechend 
(Trenkwalder T., Hinkel R. et al., unpublizierte Befunde). 
1.3.4 Applikation autologer Zellen 
Da Angiogenese und Arteriogenese zu einem großen Teil von aus rekrutierten Zellen sezernierten, 
parakrinen Faktoren reguliert werden(Carmeliet, 2000), stellt die gezielte Applikation oder 
Mobilisierung verschiedener Zelltypen ebenso ein erfolgversprechendes Konzept dar. 
Die am häufigsten verwendeten autologe Zellen sind mononukleäre Zellen aus dem Knochenmark. 
Die Zellen werden in der Regel über Dichtegradientenzentrifugation aus chirurgisch akquiriertem 
Knochenmark gewonnen und üblicherweise über CD34-Expression(Durdu et al., 2006, Motukuru et 
al., 2008) oder auch acLDL-Aufnahme und Lectin-Anfärbbarkeit(Idei et al., 2011) definiert. Im 
Tiermodell konnte gezeigt werden, dass diese Zellen in ischämische Gebiete einwandern, und dort 
zahlreiche Angiogenesefaktoren wie FGF, VEGF und Angiopoetin-1, sowie Zytokine wie TNF-α oder IL-
1β sezernieren(Tateishi-Yuyama et al., 2002). Dies führt zu einer Steigerung von Kollateralisierung 
und Kapillarwachstum(Shintani et al., 2001, Tateishi-Yuyama et al., 2002). Zahlreiche kleinere 
klinische Studien konnten einen positiven Effekt feststellen(Lasala et al., 2011), in einigen Fällen 
waren Knochenmarks-MNCs auch signifikant besser als MNCs aus dem peripheren Blut(Tateishi-
Yuyama et al., 2002). 
Ebenso wurde die Verwendung von aus dem peripheren Blut gewonnenen mononukleären Zellen 
untersucht. Dazu werden Zellen zunächst aus dem Knochenmark in das periphere Blut mobilisiert, 
üblicherweise mittels G-CSF, und mittels in der Hämatologie etablierter Verfahren aus dem 
peripheren Blut isoliert(Ishida et al., 2005, Li et al., 2006, Zhou et al., 2007). Die aufgereinigten Zellen 
werden dann lokal appliziert. In präklinischen(Li et al., 2006, Zhou et al., 2007) sowie kleinen, 
nichtrandomisierten klinischen Studien(Ishida et al., 2005) konnte ein moderater Effekt festgestellt 
werden, der auf die CD34+-Zellen zurückgeführt wurde(Li et al., 2006). Den CD34--Zellen kommt 
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allerdings eine unterstützende Rolle zu(Tateishi-Yuyama et al., 2002). Der Wirkungsmechanismus 
scheint ähnlich dem der BM-MNCs zu sein(Zhou et al., 2007). 
Die Menge sowie der genaue Applikationsweg wird noch kontrovers diskutiert(Lasala et al., 2011).  
1.3.5 Mobilisierung von Zellen 
1.3.5.1 Hintergrund 
Da proangiogenetisch und proarteriogenetisch wirksame Zellen auch physiologischerweise in das 
Ischämiegebiet rekrutiert werden(Asahara et al., 1999, Kawamoto et al., 2001, Zhou et al., 2007), 
wird ebenso versucht, durch Mobilisierung von Zellen aus dem Knochenmark eine ausreichend gute 
Verfügbarkeit von z.B. CD34+-Zellen zu schaffen und so lokal ähnliche Zellmengen zu erreichen wie 
bei der exogenen Applikation. 
1.3.5.2 Häufig verwendete Substanzen 
Meistens wird das in der Hämatologie als Goldstandard angesehene(Broxmeyer et al., 2005) G-CSF 
verwendet, das im Tiermodell zu relativ guten Ergebnissen führte(Capoccia et al., 2006). In klinischen 
Studien zur Therapie der myokardialen Ischämie zeigte sich meist keine bis nur geringe 
Effekte(Kuethe et al., 2005, Ripa et al., 2006). Daher wurde versucht, G-CSF mit anderen Konzepten 
zu kombinieren, um den therapeutischen Effekt zu steigern. Ein Ansatz besteht beispielsweise darin, 
gleichzeitig den Abbau des für die Zellrekrutierung bedeutenden Chemokins SDF-1(Liehn et al., 2011) 
zu hemmen, beispielsweise über Sitagliptin(Theiss et al., 2010) oder PTH(Huber et al., 2010). 
1.3.5.3 AMD3100 
In der vorliegenden Arbeit wurde zur Mobilisierung knochenmarksständiger Progenitorzellen 
AMD3100 (Plerixafor®) verwendet. AMD3100 ist ein sogenannter „small-molecule“-CXCR4-
Antagonist. Er wurde ursprünglich für die HIV-Therapie entwickelt, da CXCR4 als Corezeptor einiger 
Stämme dient, und sollte das Eindringen der Viren in die Zellen verhindern(De Clercq, 2003, Dipersio 
et al., 2009).  
Strukturell ist AMD3100 ein Bicyclam mit einem Molekülgewicht von 502,8 g/mol (s. Abb. 2:), 
welches spezifisch an den CXCR4-Rezeptor bindet Und die Aktivierung des Rezeptors sowie die 
Bindung anderer Liganden verhindert(De Clercq, 2003). In höheren Konzentrationen scheint 
AMD3100 jedoch einen schwach agonistischen Effekt zu haben(Zhang et al., 2002).  
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Abb. 2:  Struktur von AMD3100/Plerixafor® (aus (Dipersio  et al.,  2009)) 
Der Stoff erwies sich als für die HIV-Therapie ungeeignet(Hendrix et al., 2004), es wurde jedoch 
festgestellt, dass er eine moderate Leukozytose hervorruft, und dosisabhängig CD34+-Zellen 
mobilisiert(Liles et al., 2003). Die Plasmahalbwertszeit von AMD3100 beträgt nur etwa 30 
Minuten(De Clercq, 2003), während die Zellmobilisierung binnen 6 Stunden beginnt und etwa 12-15 
h anhält(De Clercq, 2003, Liles et al., 2003) (s. Abb. 3:). 
Durch AMD3100 mobilisierte Zellen unterscheiden sich dabei von Zellen, die z.B. von G-CSF 
mobilisiert worden sind: Es zeigen sich deutliche Unterschiede in den von den mobilisierten Zellen 
verstärkt exprimierten Genen. Bei AMD3100-mobilisierten Zellen ist vor allem CXCR4 stärker 
exprimiert. Eine ebenso deutlich gesteigerte FLT3-Expression wird als Hinweis auf Mobilisierung 
primitiverer Zellen durch AMD3100 interpretiert. Unter den KEGG-Pathways mit den am meisten 
hochregulierten Genen sind bei AMD3100-Mobilisierung „Cell adhesion molecules“ und „Leukocyte 
transendothelial migration“ (Donahue et al., 2009). Die Migrationsantwort auf SDF-1 ist 
gesteigert(Broxmeyer et al., 2005), und es konnte gezeigt werden, dass G-CSF verstärkt HSPCs aus 
dem Knochenmark mobilisiert, während bei AMD3100-Applikation verstärkt EPCs mobilisiert 
werden(Pitchford et al., 2009). 
Im Tiermodell wurden bereits etliche Studien zur Induktion therapeutischer Angiogenese bei 
peripherer Ischämie durchgeführt, die einen durchaus positiven, wenn auch ausbaufähigen 
funktionellen Effekt zeigten(Capoccia et al., 2006, Shepherd et al., 2006, Tan et al., 2009). Im 
Gegensatz zu G-CSF wurde AMD3100 zur Therapie bei chronischer Ischämie bis jetzt noch nicht 
klinisch erprobt. 
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Abb. 3:  Anzahl der durch AMD3100 in gesunden Probanden mobilisierten CD34
+
-Zellen in 
Abhängigkeit  von der Zeit  seit s.c.-Applikation (aus (Li les  et al.,  2003)).  
1.4 Das künstliche Adhäsionsmolekül SDF-1-Fractalkine-GPI 
1.4.1 Hintergrund 
Zusätzlich zu den oben erwähnten Versuchen der Therapie mit autologen Zellen gab es 
tierexperimentelle Ansätze, die in der Embryonalperiode für die Vaskulogenese verantwortlichen 
Zellen zu isolieren und therapeutisch zu verwenden. 
Mittels eines unter Einfluss des Thrombomodulin-Promotors stehenden lacZ-Gens gelang die 
Isolierung embryonaler endothelialer Progenitorzellen (eEPCs) aus Mäusen am Embryonaltag 7,5, 
und durch Aufreinigungsschritte die Etablierung einer entsprechenden Zelllinie. Diese Zellen sind 
positiv für endotheliale Marker wie tie-2, Thrombomodulin und vWF. Da sie kein MHC-I exprimieren, 
sind sie als immunoprivilegiert anzusehen(Hatzopoulos et al., 1998, Wei et al., 2004). Diese Zellen 
differenzieren ex vivo zu Endothelzellen. In vivo werden sie in ischämische Gebiete rekrutiert und 
beteiligen sich an der Angiogenese(Vajkoczy et al., 2003). 
Unsere Arbeitsgruppe verwendete diese Zellen in einem Kaninchenmodell der chronischen 
Hinterlaufischämie. Dabei konnte durch Retroinfusion dieser Zellen in das Ischämiegebiet ein 
zufriedenstellender therapeutischer Effekt auf Angiogenese und Arteriogenese beobachtet 
werden.(Kupatt et al., 2005).Es wurde postuliert, dass der therapeutische Effekt von der Anzahl der 
in das Ischämiegebiet rekrutierten eEPCs abhängig ist. Da die Menge an applizierbarem Material in 
einem klinischen Setting häufig begrenzt ist, versuchten wir, die Rekrutierung dieser Zellen in das 
Ischämiegebiet zu verbessern. Eine Möglichkeit dazu war die Veränderung der eEPCs  durch 
temporäre Induktion eines proinflammatorischen Phänotyps(Pfosser et al., 2010). Ein anderer Ansatz 
mit dem gleichen Ziel ist die Veränderung des Zielendothels durch Einbringen eines künstlichen 
zusätzlichen Adhäsionsmoleküls. 
 
1.4.2 Mechanismen der Zellrekrutierung
Die Rekrutierung von sich im Blut bef
ist ein mehrstufiger Prozess, der mit einer Adhäsion der Zellen an das Endothel beginnt
Abb. 4:  Mehrstufiger Adhäsionsvorgang am Endothel.  Die ursprünglich bekannten 
Schritte (Rollern, Aktivierung und Arrest) sind fettgedruckt, die in ihrer 
Signifikanz erst seit  kurzem bekannten Schritte normal gedruckt (aus 
2007)) 
Zunächst kommt es zu einem lockeren Kontakt der Zelle mit dem Endothel, und die Zelle 
über das Endothel zu rollen. Dieser Vorgang ist zum großen Teil Selektin
Integrine wie das VLA-4 spielen eine Rolle. Dabei bestehen Unterschiede zwischen den einzelnen 
Zelltypen(Ley et al., 2007). Beim Rollen von Monozyten auf HUVECs 
auf den Monozyten exprimierte L
beteiligt. VLA-4 und E-Selektin spielen dagegen fast keine Rolle
Im nächsten Schritt aktivieren Chemokine, die sich unter anderem in der Glykokalix des Endothels 
befinden, die adhärierenden Zellen, und sorgen für die Induktion der für den Arrest benötigten 
Integrine, wie z.B. VLA-4 und LFA
1 auf dem Gefäßendothel zu einer starken Erhöhung der Integrinavidität, und spielt so eine wichtige 
Rolle für die feste Anhaftung der zirkulierenden Ze
Für die feste Adhäsion der zirkulierenden Zellen auf dem Gefäßendothel
Integrine verantwortlich, auf Monozyten zuvor
dem Gefäßendothel binden(Kamei
in das perivaskuläre Gewebe(Ley
 
indlichen Zellen über das Endothel in das umliegende Gewebe 
-vermittelt, auch einige 
in vitro beispielsweise spielt das 
-Selektin die Hauptrolle und P-Selektin ist in geringerem Maße 
(Luscinskas et al., 1996
-1 auf den Leukozyten(Ley et al., 2007). Auf CD34
llen auf dem Endothel(Peled et al.
 sind hauptsächlich die 
derst LFA-1 und VLA-4, die an ICAM
 et al., 2010). Es folgt dann die Transmigration durch das Endothel 
 et al., 2007). 
Einleitung 
8 
 (s. Abb. 4:). 
 
(Ley  et al.,  
beginnt 
). 
+-Zellen führt SDF-
, 1999). 
-1 und VCAM-1 auf 
Einleitung 
9 
 
1.4.3 Aufbau des künstlichen Adhäsionsmoleküls 
1.4.3.1 S1FG 
Das Fusionsmolekül S1FG besteht aus einem SDF-1-Kopf, der Mucin-Domäne des Fractalkine als 
Rückgrat, sowie einem GPI-Teil zur Verankerung des Moleküls im Endothel des Ischämiegebietes (s. 
Abb. 5:). Die Basensequenzen wurden in ein Plasmid mit CMV-Promotor kloniert.  
 
Abb. 5:  Schema des S1FG-Fusionsmoleküls mit SDF-1-Kopf (dunkelblau), Fractalkine-
Mucin-Rückgrat (grün) und GPI-Anker (grau) in der Membran des Endothels im 
Ischämiegebiet.  Oben EPC (violett) mit CXCR4-Rezeptor (gelb).  (Nicht 
maßstabsgetreu; SDF-1-Tertiärstruktur aus (Sadir  et al.,  2001)) 
1.4.3.2 SDF-1 
In Vorarbeiten wurden unterschiedliche Chemokine auf ihre Wirkung in der Zelladhäsion hin 
untersucht, wobei SDF-1/CXCL12 als rekrutierender Kopf des Moleküls herausgesucht wurde, da 
zahlreiche putative Effektorzellen wie CD34+-Zellen(Christopherson et al., 2002) und monozytäre 
Zellen(Pucci et al., 2009, Schmeisser et al., 2001) den Rezeptor CXCR4 exprimieren, und es eine große 
Rolle bei der Adhäsion von Zellen am Endothel spielt(Peled et al., 1999). Bei Ischämie wird vom 
Ischämiegebiet aus ein SDF-1-Gradient aufgebaut, der eine zentrale Bedeutung für das Homing von 
Progenitorzellen aus dem Knochenmark in das Ischämiegebiet hat(Zaruba et al., 2009). 
Interessanterweise ist die SDF-1-CXCR4-Bindung ebenso wichtig für die Retention von Zellen im 
Knochenmark; eine Unterbrechung dieser Achse führt zur Mobilisierung CXCR4+-Zellen aus dem 
Knochenmark(Eash et al., 2010, Eash et al., 2009). SDF-1 wird hauptsächlich durch CD26/DPP-IV-
vermittelte Abspaltung der N-terminalen Aminosäuren abgebaut(Zaruba et al., 2009). 
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1.4.3.3 Fractalkine 
Da der SDF-1-Kopf allein keine Zellen rekrutieren konnte, wurde ein Rückgrat zur Vermittlung 
biophysikalischer Stabilität benötigt. Hierfür wurde der Mucin-Teil des Fractalkine verwendet, 
welcher für die Festigkeit der Bindung an Fractalkine adhärierender Zellen essenziell ist(Imai et al., 
1997). Verwendung des kompletten Fractalkine hätte dazu geführt, das hauptsächlich 
inflammatorische Zellen rekrutiert worden wären(Geissmann et al., 2003). Fractalkine hat als einziges 
Chemokin eine Doppelfunktionalität: Es wird auf der Endothelzelloberfläche exprimiert vermittelt 
dort die Adhäsion von Leukozyten, nach Spaltung durch ADAM17(Garton et al., 2001) entsteht 
allerdings ein lösliches Fragment, welches chemotaktische Aktivität aufweist(White et al., 2009) (s. 
Abb. 6:). 
1.4.3.4 GPI 
Um das künstliche Adhäsionsmolekül auf dem Endothel zu exprimieren, wurde -wie bereits mit 
anderen Chemokinen etabliert- ein GPI-Anker verwendet(Notohamiprodjo et al., 2006).  
 
Abb. 6:  Nach Spaltung durch ADAM17 wird aus dem auf der Zel loberfläche exprimierten 
Fractalkine(CX3CL1) ein löslicher Faktor, der Migrationsaktivität besitzt(aus 
(White  et al.,  2009)).  
1.4.3.5 S1FG-R 
Da ein Abbau des SDF-1-Kopfes durch DPP-IV/CD26 das Adhäsionsmolekül inaktiveren würde, wurde 
ein weiteres Adhäsionsmolekül mit einem mutierten SDF-1 erstellt, bei dem das Serin in Position 4 
durch ein Valin ersetzt wurde. Dieses als SSDF-1 bezeichnete Molekül wurde bereits eigenständig 
verwendet, und wies in vitro und in vivo Aktivität auf(Segers et al., 2011). Das Adhäsionsmolekül 
SSDF-1-Fractalkine-GPI wird als S1FG-R für „resistant“ bezeichnet.  
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1.4.4 Bisherige Ergebnisse 
In Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe wurde zunächst die korrekte Klonierung und die Expression des 
Adhäsionsmoleküls in U293-Zellen überprüft. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass in statischen 
Adhäsionsversuchen signifikant mehr eEPCs an S1FG adhärieren als an vergleichbaren Molekülen wie 
Fractalkine, SDF-1-GPI (ohne die Fractalkine-Mucin-Domäne) oder SDF-1 alleine. 
Im Tiermodell der chronischen Hinterlaufischämie konnte zunächst gezeigt werden, dass in einem 
S1FG-transfizierten Hinterlauf signifikant mehr retroinfundierte eEPCs gefunden werden können, als 
in einer GFP-transfizierten Kontrolle. Die Steigerung der Adhäsion belief sich dabei auf etwa das 2,5-
fache.  
In 5 Wochen dauernden Langzeitversuchen im Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischämie 
wurden funktionelle Daten erhoben. Da im klinischen Umfeld häufig die mögliche Menge an 
applizierbarem Material begrenzt ist, wurde eine Versuchsgruppe, die 5 Millionen eEPCs per 
Retroinfusion erhielt mit einer anderen Gruppe verglichen, die nur 2 Millionen eEPCs erhielt, 2 Tage 
vor der Zellapplikation allerdings regional mit S1FG transfiziert worden war. Durch Verwendung einer 
um den Faktor 2,5 geringeren Zellmenge sollte in Kombination mit der Vorbehandlung des 
ischämischen Endothels die gleiche Menge an letztlich im Ischämiegebiet wirkenden Zellen erreicht 
werden. Es zeigte sich, das in Bezug auf die Kapillardichte bei beiden Gruppen ein gleich starkes 
Wachstum beobachtet wurde, während es bei Kollateralenwachstum und Perfusion zu einer 
weiteren signifikanten Steigerung der Werte in der mit S1FG vorbehandelten Gruppe kam (F. Götz, 
unpublizierte Befunde).  
1.5 Hypothese und Zielsetzung 
Wir stellten daher die Hypothese auf, dass S1FG in der Lage ist, endogene Zellen zu rekrutieren, die 
therapeutische Angiogenese und Arteriogenese ermöglichen. Da die klinische Anwendung exogener 
Zellen mit vielen Nachteilen behaftet ist, prüften wir zusätzlich, ob die exogene Applikation von 
Progenitorzellen durch die Mobilisierung endogener Zellen aus dem Knochenmark mittels AMD3100 
ersetzt werden kann. Wir postulierten, dass mit der Kombination aus S1FG-Vorbehandlung des 
lokalen Endothels und AMD3100-vermittelter Progenitorzellmobilisierung eine signifikante 
Steigerung von Kollateralenwachstum und Perfusion zu erreichen ist. 
Weiterhin waren die genauen Rekrutierungsmechanismen des S1FG zu überprüfen. Die Frage, ob die 
S1FG-vermittelte Rekrutierung eher durch eine Steigerung des Zellrollens auf dem Endothel oder 
durch eine Steigerung des Zellarrests vermittelt wird, wurde mit geeigneten in vitro-Assays 
analysiert.  
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2 Material und Methoden 
2.1 Plasmide 
2.1.1 SDF-1-Fractalkine-GPI (S1FG) 
Das für das künstliche Adhäsionsmolekül S1FG codierende Fusionsplasmid wurde in Vorarbeiten in 
der Arbeitsgruppe kloniert. Die dazu verwendeten Bestandteile wurden teilweise von der 
Arbeitsgruppe von PD Dr. Peter Nelson (Medizinische Poliklinik Innenstadt, Klinikum der Universität 
München) zur Verfügung gestellt (ein Fusionsplasmid codierend für IL-8, die Mucindomäne des 
Fractalkine und einen GPI-Anker) und teilweise von kommerziellen Anbietern erworben (für humanes 
SDF-1α codierendes Plasmid von RZPD, imaGenes GmbH, Berlin, Deutschland). 
Das fertige Fusionsplasmid aus Sequenzen für SDF-1, der Fractalkine-Mucin-Domäne und dem GPI-
Anker enthielt ein Kanamycin-Resistenzgen und einen CMV-Promotor. Es befand sich in einem pAAV 
2.1 CMV eGFP3 Expressionsvektor und wurde vor der Verwendung durch einen kommerziellen 
Anbieter (MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland) sequenziert (Sequenz s. Anhang). 
In der Arbeitsgruppe von PD Dr. Nelson wurde ein ähnliches Fusionsplasmid hergestellt, welches 
zusätzlich noch eGFP als Reportergen enthielt. Dieses Plasmid wurde zu Nachweiszwecken 
verwendet. 
Ebenfalls aus der Arbeitsgruppe von PD Dr. Nelson stammt ein SDF-1-Fractalkine-GPI-Konstrukt, bei 
welchem die DPP-IV-Schnittstelle und die MMP-2-Schnittstelle des SDF-1 fehlt, und das als Peptidase-
resistentes S1FG oder S1FG-R bezeichnet wird. Dieses Konstrukt enthielt zusätzlich noch eine myc-
Sequenz und befand sich in einem pIRES-Expressionsvektor. 
2.1.2 Fractalkine 
Ein für Wildtyp-Fractalkine codierendes Plasmid wurde in in vitro-Adhäsionsexperimenten 
verwendet. Das Plasmid wurde von Christian Schulze aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. S. Massberg 
(Deutsches Herzzentrum, München) bereitgestellt. 
2.1.3 Amplifikation der Plasmide 
Das Plasmid wurde mittels Schock-Transformation in E. coli (TOP10 E. coli, Invitrogen GmbH, 
Karlsruhe, Deutschland) transformiert. Die Bakterien wurden aus dem -80°C-Kühlschrank kommend 
bei Raumtemperatur aufgetaut. Danach wurden 10 µL DNA zu 60 µL Bakterien gegeben. Der Ansatz 
wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert, dann 60 Sekunden lang auf 42°C erhitzt und danach weitere 2 
Minuten auf Eis behalten. Nach Beigabe von 1 ml SOC-Medium wurde die Mischung 1 Stunde auf 
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einem Rüttler bei 37 °C und 225 U/min inkubiert. Danach wurde der Ansatz auf Kanamycin-Agar-
Platten (Seakem LE Agarose, Lonza, Rockland, ME, USA) ausgebracht und 24 h bei 37°C inkubiert. Die 
gewachsenen Kolonien wurden entnommen und unter Glycerin (Carl Roth GmbH & Co. KG, 
Karlsruhe, Deutschland) bei -80 °C gelagert. 
SOC-Medium: 
Bacto-Trypton-Pepton 
(Becton-Dickinson GmbH, 
Heidelberg, Deutschland) 
20 g 
Bacto-Hefeextrakt 
(Becton-Dickinson GmbH) 
5 g 
NaCl 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
0,5 g 
Aqua bidest. ad 950 ml  
Die Mischung wurde bis zur Auflösung der Zutaten geschüttelt. Dann wurden 10 ml 
0,25 M KCl-Lösung (Carl Roth GmbH & Co. KG), 104 mmol MgCl2 und 21 mmol 
Glucose hinzugefügt und der pH mit 5M NaOH auf 7,0 eingestellt. Schließlich wurde 
das Medium autoklaviert. 
Die Korrektheit der Transformation wurde mittels Restriktionsenzymverdau überprüft. Dazu wurde 
ein Ansatz aus 1 µl zu untersuchender DNA, 1 µl Restriktionsenzym (xba oder bamH1),  2 µl des zum 
Enzym gehörenden Puffers und 16 µl Wasser (alle Zutaten invitrogen GmbH) hergestellt. Dieser 
Ansatz wurde 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurden 10 µl des Ansatzes mit 2 µl Loading Buffer 
(invitrogen GmbH) vermischt und auf ein Agarosegel (1% oder 2%) aufgetragen. Nach Durchführung 
der Gelelektrophorese wurde das Gel unter einer UV-Lampe betrachtet und das Bandenmuster mit 
dem nach der Plasmidkarte zu erwartenden Muster verglichen. 
Zur Amplifikation wurde mit einer sterilen Plastik-Impföse etwas Flüssigkeit entnommen und in einen 
Erlenmeyer-Kolben mit LB-Medium, dem resistenzgemäß Antibiotika (Kanamycin oder Ampicillin, 
Biochrom AG, Berlin, Deutschland) beigefügt waren, eingebracht. Die Bakterien konnten dann im 
Erlenmeyer-Kolben 24 h im Rüttler bei 37°C und 225 U/min wachsen. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt des Erlenmeyer-Kolbens in Polyäthylen-Gefäße 
(500 ml) gefüllt und bei 4°C für 20 Minuten mit 6000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde 
verworfen und mit dem verbleibenden Zellpellet die Plasmidpräparation durchgeführt. Dazu wurden 
Maxi- und Mega-Präp-Kits der Firma Macherey-Nagel (Nucleobond Ax 2000 und Nucleobond PC 2000 
EF, Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) verwendet. Das Verfahren wurde gemäß den Anweisungen 
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des Herstellers durchgeführt. Nach Fällung und Waschen der DNA wurde sie in Endotoxin-freiem 
Wasser resuspendiert, aliquotiert und bei -20°C gelagert. 
LB-Medium: 
Bacto-Trypton  
(Becton-Dickinson GmbH) 
10 g 
Bacto-Hefeextrakt 
(Becton-Dickinson GmbH) 
5 g 
NaCl 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
10 g 
Aqua bidest. ad 1000 ml  
Die Mischung wurde bis zur Auflösung der Zutaten geschüttelt. Dann wurde der pH 
mit 5M NaOH auf 7,0 eingestellt und das Medium autoklaviert 
Die Bestimmung der präparierten Plasmidmenge erfolgte durch Absorptionsmessungen. Dazu 
wurden 10 µl der resuspendierten DNA in 990 µl Aqua dest. verdünnt und in eine Messküvette 
gegeben. Die Messung der Absorption (Photometer: Ultrospec plus, Pharmacia LKB, Uppsala, 
Schweden) erfolgte bei 260 und 280 nm. Der Quotient  
(  )
(  ) wurde zur Bestimmung der Reinheit 
herangezogen und musste zwischen 1,8 und 2,2 liegen. Die Konzentration der DNA in µg/µl ergab 
sich aus der Multiplikation von Absorption bei 260 nm, Verdünnungsfaktor und dem konstanten 
Faktor 50. 
2.2 Transfektion  
2.2.1 Kationische Lipide 
Zur in vivo-Transfektion wurden die Plasmide mithilfe des Effectene Transfection Reagent-Kits 
(Quiagen GmbH, Hilden, Deutschland) gemäß der Anweisungen des Herstellers in Liposomen 
verpackt und retroinfundiert. 1 mg Plasmid wurde dazu in 4 ml steriler PBS-Dulbecco (Biochrom AG) 
aufgelöst. 
Zur Transfektion der in den Adhäsionsversuchen verwendeten HMVECs wurde das Satisfection® 
Transfection Reagent der Firma Agilent Technologies Deutschland GmbH (Böblingen, Deutschland) 
verwendet. Jeweils 2*105 Zellen wurden gemäß den Anweisungen des Herstellers mit 1 µg DNA 
transfiziert.  
Material und Methoden 
15 
 
2.2.2 Adeno-assoziierte Viren 
Zur Transfektion der HUVECs in vitro musste ein adeno-assoziierter viraler Vektor, der AAV6 
verwendet werden. AAV sind nicht in der Lage, sich ohne die Hilfe von Adenoviren selbst zu 
replizieren (Hinkel et al., 2011), und können –je nach Serotyp- Endothelzellen transfizieren (Zincarelli 
et al., 2008). 
2.2.2.1 Produktion 
Zur Produktion war es nötig, das Plasmid, welches die relevanten Informationen des Helfervirus 
enthält, das Plasmid mit den Strukturgenen für das AAV und das Plasmid mit dem Zielgen in U293-
Zellen zusammenzuführen (Khan et al., 2011). Dazu wurden die U293-Zellen auf 50 250 mm-
Zellkulturplatten (TPP AG, Trasadingen, Schweiz) bis zu einer Konfluenz von 70-80% kultiviert. 2 
Stunden vor Transfektion wurde das Medium (DMEM + 10% FBS, Biochrom AG) gewechselt und dann 
die Zellen mittels der Polyethylininmethode transfiziert. Dazu wurden 1300 µg des Helferpalsmids 
(pA ΔF6, Lot C17DEC10-A, Puresyn Inc., Malvern, PA, USA), 650 µg p600 trans-Plasmid (mit rep- und 
cap-Genen) sowie 650 µg cis-Plasmid (mit Zielgen, CMV-Promotor und ITRs) mit 100  ml serumfreiem 
DMEM (Biochrom AG) vermischt. Nach Zugabe von 5200 µl PEI (Polysciences Europe GmbH, 
Eppelheim) und 15 min Inkubation bei Raumtemperatur wurden auf jede Platte 2,1 ml des 
Gemisches aufgetragen. 4 h nach Transfektion wurden pro Platte 5 ml Medium (49,5% DMEM 
(Biochrom AG), 49,5% FBS (Biochrom AG), 1% PenStrep (Biochrom AG)) hinzugefügt. Nach 24 h 
wurde erneut ein Mediumwechsel durchgeführt. 72 h nach Transfektion wurde das Medium 
abgesaugt, die U293-Zellen per Zellschaber abgelöst und für 15 min bei 4000 rpm und 4 °C 
zentrifugiert. Das Pellet wurde über Nacht bei -80 °C gelagert.  
2.2.2.2 Aufreinigung 
Das Zellpellet wurde über 10 min bei 37°C aufgetaut und in 35 ml TNM (50 mM TRIS, 1 mM MgCl2,  
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) resuspendiert. Nach Sonifizierung des 
Zelllysates für 3x 30 s im Eiswasserbad wurde 3 µl Benzonase hinzugefügt und für 20 min bei 37 °C 
unter regelmäßiger Inversion inkubiert. Zur Lyse wurden 1,25 ml Desoxycholsäure (10%; Carl Roth 
GmbH & Co. KG) zugefügt und nach weiterer Inversion für 10 min bei 37°C und dann für 20 min bei 
0°C inkubiert. Nach Zentrifugation (15 min, 4000 rpm, 4°C) wurde der Überstand in ein neues Gefäß 
überführt und 0,454 g CsCl (Carl Roth GmbH & Co. KG) pro ml Überstand zugefügt. Die Aufreinigung 
erfolgte mittels Dichtegradientenultrazentrifugation (25000 rpm, 20 h, 15 °C, L-80 XP Ultrazentrifuge, 
Beckmann-Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland). Nach der Zentrifugation wurde aus jeder Fraktion 5 
µl abgenommen und der Brechungsindex bestimmt. Fraktionen mit einem Brechungsindex zwischen 
1,362 und 1,373 wurde vereinigt, in 70 Ti Quick-seal-Röhrchen (Beckmann-Coulter GmbH) überführt, 
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und diese gemäß den Anweisungen des Herstellers verschlossen. Die Suspensionen wurden erneut 
im passenden Rotor zentrifugiert (60000 rpm, 24h, 15 °C). Erneut wurde das Zentrifugat in einzelne 
Fraktionen aufgeteilt, der Brechungsindex bestimmt, und Fraktionen mit einem Brechungsindex 
zwischen 1,364 und 1,371 wiederum vereinigt und erneut mit den obigen Einstellungen zentrifugiert. 
Zur Entfernung des Cäsiumchlorids wurden Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Millipore GmbH, 
Schwalbach, Deutschland). Die Filter wurden gemäß den Anweisungen des Herstellers vorbereitet 
und das Virusgemisch bei 3000 rpm für 15 min zentrifugiert.  
2.2.2.3 Quantifizierung der Viruskonzentration 
Die Virusmenge wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR im Vergleich zu seriellen Verdünnung 
eines bekannten Standards bestimmt. Zunächst wurde mit 5 µl der fraglichen Virusmischung ein 
DNAse-Verdau durchgeführt Dazu wurden 5 µl Viruslösung, 2 µl DNAse, 5 µl DNAse-Puffer und 38 µl 
H2O (alle Invitrogen GmbH) 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 1 µl 15 mM 
EDTA (Invitrogen GmbH) hinzugefügt und die Mischung für 10 Minuten bei 65 °C inkubiert. 
Anschließend folgte die Realtime-PCR. Dazu wurde ein vorbereiteter Ansatz (FastStart TaqMan Probe 
Master, Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Deutschland) gemäß der Anweisungen des Herstellers 
verwendet. Es wurden Primer für bgh verwendet, die bereits mit Farbstoff gemischt waren (MWG 
Biotech AG, Sequenz s. Anhang). Das PCR-Gerät (BioRad iCycler, BioRad Laboratories GmbH) wurde 
wie vom Hersteller empfohlen eingestellt. Die fragliche Probe wurde 1:100 und 1:1000 verdünnt und 
beide Verdünnungen sowie serielle Verdünnungen des Standards über 4 lg-Stufen von 1 ng bis 0,001 
ng. Es wurde eine Standardkurve erstellt und so die Virenkonzentration in der fraglichen Probe 
abgelesen werden. 
2.3 Verwendete Zellen 
2.3.1 Embryonale Endothel-Progenitor-Zellen (eEPCs) 
T17-eEPCs wurden von der Arbeitsgruppe von Antonis K. Hatzopoulos (Cardiovascular Research Unit, 
Vanderbilt University, Nashville, TN, USA) zur Verfügung gestellt (Hatzopoulos et al., 1998). Die Zellen 
wurden in Medium (400 ml Dulbecco’s Modified Eagle Medium + L-Glutamin, 100 ml FBS, 5 ml non-
essential amino acids, 5 ml Pen/Strep (alle Biochrom AG)) bei 37 °C kultiviert. Die Zellen wurden etwa 
alle 2-3 Tage gesplittet. Dazu wurde in jeder Zellkulturflasche (TPP AG) das Medium abgesaugt und 
2,5 ml 5 mM EDTA hinzugegeben. Das EDTA wurde abgesaugt und erneut 2,5 ml 5 mM EDTA zum 
Ablösen der Zellen hinzugegeben, ca. 3 Minuten inkubiert und schließlich durch Zugabe von 5 ml 
Medium gestoppt. Der Inhalt der Zellkulturflasche wurde in ein 50 ml-Reagiergefäß gegeben und 5 
min bei 1200 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 10 ml Medium 
resuspendiert. Das Medium wurde schließlich auf zwei Zellkulturflaschen aufgeteilt.  
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PBS: 
NaCl 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
137 mmol 
KCl 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
2,7 mmol 
Na2HPO4 · 2H2O 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
8,5 mmol 
KH2PO4  
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
1,5 mmol  
Aqua dest. ad 1000 ml 
Nach vollständiger Lösung aller Zutaten wurde der pH mit 2M HCl (Merck KGaA, 
Darmstadt, Deutschland) auf 7,3 eingestellt 
2.3.2 Humane Mikrovaskuläre Endothelzellen (HMVECs) 
Als Basis für die statischen Adhäsionsversuche wurden HMVECs verwendet. Die Zellen wurden in 
DMEM (Biochrom AG) mit Zusatz von 10% FBS (Biochrom AG) kultiviert. Die Zellen wurden ebenfalls 
wie unter 2.3.1 beschrieben gesplittet, jedoch wurde statt EDTA Trypsin (Biochrom AG) verwendet. 
2.3.3 Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECs) 
Für die Adhäsionsversuche unter Schubspannung wurden HUVECs (gepoolt, PromoCell GmbH) als 
Basis verwendet. Sie wurden in den üblichen Zellkulturflaschen (TPP AG) mit HUVEC-Medium, 
welches vor Verwendung mindestens 30 Minuten im Inkubator äquilibriert wurde, kultiviert.  
HUVEC-Medium: 
Medium199 
(Biochrom AG) 
40 % 
FBS 
(Biochrom AG) 
9,5% 
PenStrep  
(Biochrom AG) 
0,5% 
Endothelial Cell Growth 
Medium mit Supplement 
(PromoCell GmbH, 
Heidelberg, Germany) 
50% 
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2.3.4 THP-1-Zellen 
Für die Adhäsionsversuche wurden monozytäre THP-1-Zellen verwendet(Tsuchiya et al., 1980) und in 
150 cm²-Zellkulturflaschen kultiviert.  
 THP-1-Medium: 
RPMI 1640 
(Biochrom AG) 
93 % 
FBS 
(Biochrom AG) 
 5 % 
PenStrep  
(Biochrom AG) 
1 % 
Glutamin 
(Biochrom AG) 
1 % 
 
2.3.5 Polymorphkernige Leukozyten (PMN) 
PMN wurden, wie in unserer Arbeitsgruppe bereits beschrieben (Müller-Hartmann, 2007),  aus 
Schweineblut isoliert. Dazu wurden jeweils 10 ml Vollblut mit 1 ml 0,1M EDTA (Biochrom AG) 
versetzt und bei 400g und 9°C für 15 Minuten ungebremst zentrifugiert. 2 ml der weißlichen 
Zwischenschicht („buffy coat“) wurden abgezogen und mit 2 ml PBS und 0,1% EDTA vermischt. 
Perkoll-Mischung: 
Perkoll-Reagenz  
(Biochrom AG) 
25 ml 
NaCl 1,5M 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
5 ml 
Aqua bidest. 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) 
20 ml 
 
Auf 5 ml der Perkoll-Mischung wurde der mit PBS versetzte buffy coat aufgeschichtet und bei 400g 
und 9°C für 25 min ungebremst zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Pellet in 10 ml 
PBS resuspendiert und erneut für 10 min zentrifugiert. Zur Lyse der verbliebenen Erythrozyten wurde 
5 ml Aqua ad injectionem (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) hinzugegeben und die 
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Mischung anschließend mit 5 ml NaCl-Lösung retonisiert. Sodann erfolgte ein erneuter Waschschritt, 
das Zellpellet wurde in PBS gelöst, die Zellen gezählt und zügig weiterverwendet. 
2.4 Adhäsion unter statischen Bedingungen 
Die Adhäsion von PMN auf HMVECs wurde in statischen Adhäsionsassays untersucht. Dazu wurden 
48 h vor Versuchsbeginn auf einer 12-well-Mikrotiterplatte (TPP AG) 2*105 HMVECs pro Kavität 
ausgebracht und, wie unter 2.2.1 beschrieben 24 h vor Versuchsbeginn mit S1FG, S1FG-GFP oder wt-
Fractalkine transfiziert. 
 Am Tag des Versuchs wurden aus Schweineblut isolierte PMNs (s. 2.3.5) in sterilem PBS in einer 
Thoma-Zählkammer gezählt, mit 15 µl vybrant®-DiI (invitrogen AG) pro 106 Zellen für 45 min bei 37 °C 
inkubiert, dann 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Zellpellet in 1 
ml sterilem PBS pro 106 Zellen resuspendiert. 
In jede Kavität wurden dann 250000 gefärbte PMNs gegeben. Die Platte wurde bei 2000 U/min  für 
15 min zentrifugiert und anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Mit einem Zeiss AxioVert 100-
Mikroskop (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Jena, Deutschland) mit 10x Okularvergrößerung und 32x 
(Zeiss Achrostigmat 32x/0,40 Ph1, Carl Zeiss) oder 40x (Zeiss Achroplan 40x/0,60, Carl Zeiss AG) 
Objektivvergrößerung wurde die Platte dann betrachtet. Zur Anregung des DiI-Farbstoffes wurde 
eine Quecksilberdampflampe (HBO 50AC, Carl Zeiss AG) und mit dem Filtersatz Nr. 15 (Carl Zeiss AG) 
verwendet.  
Die Bilder wurden mit einer CCD-Kamera (AxioCam MRc, Carl Zeiss AG) und der dazugehörigen 
Software (AxioVision Version 4.7.1.0, Carl Zeiss AG) aufgenommen und gespeichert. Es wurde darauf 
geachtet, die Bilder in einer mittleren Entfernung vom Mittelpunkt der jeweiligen Vertiefungen 
aufzunehmen, um Messfehler durch  am Rand passiv aufliegende Zellen zu vermeiden. Die Anzahl 
der PMNs wurde in 10 repräsentativen Bildern pro Kavität bestimmt. 
2.5 Adhäsion unter dynamischen Bedingungen 
2.5.1 Vorbereitung 
Zur genaueren Untersuchung des Rekrutierungsmechanismus des S1FG wurden transfizierte HUVECs 
mit THP-1-Zellen unter definierter Schubspannung superfundiert. 
HUVECs wurden an Tag 0 wie unter 2.3.1 beschrieben in 12-well-Mikrotiterplatten ausgesät.  
An Tag 1 hatten die Zellen ca. 90% Konfluenz erreicht. Das Medium wurde abgesaugt, die Zellen mit 
PBS gespült und 900 µl neues HUVEC-Medium, welches kurz zuvor mit 7*1011 AAV6-GFP bzw. 7*1011 
AAV6-S1FG vermischt worden war, hinzugegeben. 
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Etwa 24 h später, an Tag 2, wurden die Zellen wie unter 2.3.1 beschrieben abgelöst, wobei jedoch 
statt EDTA Trypsin (Biochrom AG) verwendet wurde. Nach Quantifizierung der Zellen in einer 
Zählkammer wurden die Zellen so in HUVEC-Medium resuspendiert, dass 30 µl Medium 5-6*105 
Zellen  enthielt. Vorgewärmte Mikroslides der Firma ibidi (VI0,4, ibiTreat, Kanalvolumen 30 µl, ibidi 
GmbH, Martinsried, Deutschland) wurden gemäß der Anweisungen des Herstellers mit 30 µl 
Zellsuspension beschickt. Nach Anwachsen der Zellen 2 Stunden später wurden die Reservoirs der 
Kanäle mit insgesamt 150 µl Medium aufgefüllt, und die Kanäle bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. 
An Tag 3 wurde die Expression des GFP mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht und das Medium 
vorsichtig nach Anweisungen des Herstellers ersetzt. Dem neuen Medium wurden dabei 15 ng/ml 
TNF-α (Agilent Technologies Deutschland GmbH) zur Stimulation der Zellen zugesetzt. 
2.5.2 Versuchsdurchführung 
An Tag 4 wurden die verwendeten Gerätschaften wie in Abb. 7: gezeigt aufgebaut. Jedes Mikroslide 
wurde 16-18 h nach Stimulationsbeginn zum Versuch verwendet. Dabei wurde das Slide unmittelbar 
vor Verwendung aus dem Inkubator entnommen und auch während des Versuches auf einer 
Temperatur von 37 °C gehalten. Es wurden immer abwechselnd die Kanäle mit S1FG- und GFP-
transfizierten Zellen verwendet, um Effekte durch längeres Stehen oder längere Stimulation 
auszugleichen.  
Versuchsgruppe Transfektion HUVECs Behandlung THP-1 Detachment n= 
GFP AAV6-GFP Medium Ja 12 
S1FG AAV6-S1FG Medium Ja 12 
GFP+L-Sel-Ab AAV6-GFP Medium + L-Selectin-Ab Nein 3 
S1FG+L-Sel-Ab AAV6-S1FG Medium + L-Selectin-Ab Nein 3 
GFP+AMD AAV6-GFP Medium + AMD3100 Ja 6 
S1FG+AMD AAV6-S1FG Medium + AMD3100 Ja 6 
Tab. 1:  Versuchsgruppen Adhäsionsversuche unter dynamischen Bedingungen 
THP-1-Zellen wurden wie unter 2.3.1 beschrieben zentrifugiert und mit einer Konzentration von 
750000 Zellen/ml in Superfusionsmedium (THP-1-Medium wie unter 2.3.4 + 2 mM CaCl2 + 2 mM 
MgCl2) resuspendiert. Die Videoaufnahme wurde gestartet, der jeweilige Kanal wurde kurz mit 
Superfusionsmedium gespült und dann die Zellsuspension mit einer Flussrate von 0,57 ml/min 
(entsprach laut Herstellerangaben 1 dyn/cm²) superfundiert. Zur Superfusion wurde eine Pumpe der 
Firma Harvard Aparatus (South Natick, USA) verwendet. Der Fluss wurde für 8 Minuten pro Slide 
aufrechterhalten, danach die Aufnahme gestoppt und der Versuch mit dem nächsten Kanal 
weitergeführt. Für einige Versuche wurde den THP-1-Zellen nach Resuspendierung in einer 
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Konzentration von 750000 Zellen/ml der L-Selektin-blockierende Antikörper DREG-56 (Becton-
Dickinson GmbH, Konzentration 13,5 µg/ml, Inkubation 10 Minuten bei 37 °C) oder der CXCR4-
Antagonist AMD3100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Konzentration 10 µg/ml, Inkubation 30 Minuten 
bei 37 °C) hinzugegeben. Die Zellen wurden dann gleich weiterverwendet(Anderson et al., 1991, 
Kishimoto et al., 1991, Patel et al., 1995). In jeweils 3 Kanälen der Gruppen ohne 
Antikörperbehandlung sowie der Gruppen mit AMD3100-behandelten THP-1-Zellen wurde nach 
Ende der Zell-Superfusion Medium mit einer Flussrate von 4,56 ml/min (laut Herstellerangaben  
8 dyn/cm²) für weitere 2 Minuten superfundiert, um dass Detachment adhärierender Zellen und 
damit die Festigkeit der Interaktion zwischen THP-1-Zellen und Endothel zu prüfen. Dazu wurde die 
Anzahl adhärierender Zellen im Sichtfeld vor und nach Superfusion des Mediums gezählt und der 
prozentuale Anteil abgelöster Zellen an den ursprünglich adhärierenden Zellen bestimmt. 
 
Abb. 7:  Schema zum Aufbau der Anlage für die Adhäsionsversuche unter Schubspannung. 
Je eine Pumpe mit Superfusionslösung mit und ohne Zellen ist über einen 
Dreiwegehahn mit dem µ-Slide verbunden, der Ausfluss des µ-Slides geht in einen 
Abfallbehälter. Die µ-Sl ides werden mit einer Wärmeplatte auf Temperatur 
gehalten. Die Kamera ist über ein Gerät zur Einblendung eines Zeitsignals mit 
Videorecorder und Computer verbunden. 
2.5.3 Auswertung 
Die Adhäsionsvorgänge wurden mittels eines mit einer Videokamera verbundenen 
Polarisationsmikroskops (Carl Zeiss AG) bei 20x Vergrößerung beobachtet und sowohl auf VHS-
Kassetten als auch digital gespeichert. Bei der Auswertung wurden rollende als auch fest 
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adhärierende Zellen gezählt. Eine Zelle wurde dabei als fest haftend betrachtet, wenn sie länger als 
10 Sekunden ihre Position nicht veränderte (Kucik, 2009). Für die Analyse der Geschwindigkeit wurde 
mittels des Programms VirtualDub (v 1.9.11, Avery Lee) nur jeder fünfundzwanzigste Frame 
verwendet und zu einem neuen Video zusammengefügt. In diesem wurde die Geschwindigkeit 
zufällig ausgewählter, rollender Zellen mittels des Programmes Kinovea (v 0.8.15, Joan Charmant &  
Contributors) untersucht. 
2.6 Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischämie 
(Kurzzeitversuche) 
2.6.1 Versuchstiere 
Das Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischämie war in unserer Arbeitsgruppe bereits 
wiederholt zur Anwendung gekommen (Kupatt et al., 2005, Pfosser et al., 2005). Es wurden New-
Zealand-White-Kaninchen (Charles River Deutschland GmbH, Sulzfeld, Deutschland) mit einem 
Körpergewicht von 2,5 bis 3 kg verwendet. Die Kaninchen wurden in Einzelkäfigen bei kontrolliertem 
Tag-Nacht-Zyklus gehalten und hatten freien Zugang zu Wasser und Futter (Ssniff Spezialdiäten, 
Soest, Deutschland). Die Tierhaltung sowie die Operationssäle befanden sich im Walter-Brendel-
Zentrum für Experimentelle Medizin. 
2.6.2 Überblick 
Zum Nachweis der Adhäsion von Monozyten im Ischämiegebiet sowie der Transfektion mit S1FG-
Plasmid wurde ein Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischämie verwendet. Zu 
Versuchsbeginn wurde die rechte Femoralarterie exzidiert. Nachdem sich 7 Tage später eine stabile 
chronisch-ischämische Situation eingestellt hatte, wurde die Behandlung durchgeführt 
(Versuchsgruppen s. Tab. 2:). Weitere 5 Tage später wurde der Versuch beendet und die Muskulatur 
beider Hinterläufe sowie Leber, Milz, Nieren, Herz und Lunge für die histologische Aufarbeitung 
entnommen. 
 
Abb. 8:  Versuchsablauf der Kaninchen-Kurzzeitversuche 
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In den entnommenen Geweben wurden SDF-1-Expression und Anzahl der Monozyten untersucht. 
Tab. 2:  Versuchsgruppen Kurzeitversuche Kaninchen 
2.6.3 Induktion der Ischämie 
An Tag 0 des Versuchs wurde die Ischämie durch Exzision der Femoralarterie induziert. Die Einleitung 
der Narkose erfolgte im Tierstall mittels gemeinsamer intramuskulärer Injektion von 100 mg 
Ketaminhydrochlorid (Fa. Inresa, Freiburg, Deutschland), 20 mg Xylazinhydrochlorid (Rompun 2%, 
Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) sowie 0,05 mg Atropin (B. Braun Melsungen AG) in den 
linken Oberschenkel. Das Tier wurde in den OP verbracht, wo die Anlage einer 24G-PVK (BD Neoflon 
24G*0,75“, Becton-Dickinson GmbH) in eine Ohrvene erfolgte. Daran wurde eine TIVA mit 128 mg/h 
Ketaminhydrochlorid und 32 mg/h Xylazinhydrochlorid angeschlossen. Die  konstante 
Applikationsrate wurde durch einen Perfusor (Perfusor secura, B.Braun Melsungen AG) sichergestellt. 
Zur Vermeidung von Hornhautschäden wurde eine mit NaCl 0,9% (B. Braun Melsungen AG) 
befeuchtete Kompresse (NOBA Verbandmittel Danz GmbH, Wetter, Deutschland) über beide Augen 
gelegt. Der rechte Hinterlauf wurde rasiert.  
Nach gründlicher Desinfektion der Haut (Cutasept F, Bode Chemie, Hamburg, Deutschland) erfolgte 
unter sterilen Kautelen ein nach lateral konvexer, bogenförmiger Hautschnitt  etwa von Höhe des Lig. 
Inguinale bis zum Kniegelenk (Skalpell No. 22 von Feather Safety Razor Co. LTD., Osaka, Japan). 
Sodann erfolgte mit Overholt-Klemmen die stumpfe Präparation bis zu den unmittelbar kaudal des 
Leistenbandes liegenden Gefäßen. Die A. femoralis sowie ihre Abgänge in der Region wurden 
dargestellt und in der in Abb. 9: dargestellten Reihenfolge  unterbunden (Ligaturen: Perma-Hand 
Seide geflochten, Gr. 1 (4 Ph. Eur.), Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland). 
Zunächst wurden die Abgänge der Nummern 1 bis 5 ligiert. Danach wurde der kaudale Drittelpunkt 
der Verbindungslinie zwischen Lig. Inguinale und Kniegelenksspalt aufgesucht, von dort entlang der 
Muskulatur stumpf in die Tiefe präpariert, der Abgang Nr. 7 aufgesucht und die Ligaturen Nr. 6, 7 und 
8 gesetzt. Schließlich wurde auf Höhe des Kniegelenksspaltes die A. femoralis von den begleitenden 
Venen stumpf getrennt und unterbunden. Während der gesamten Prozedur wurde das OP-Gebiet 
wiederholt durch Spülung mit NaCl befeuchtet, um Austrocknung zu vermeiden. Die 
wiederverwendbaren OP-Instrumente waren zuvor durch Autoklavieren sterilisiert worden. 
Versuchsgruppe Behandlung n= 
Tag 7 Tag 9 Tag 10 Tag 11 
Kontrolle(K) NaCl - - - 3 
S1FG+AMD(K) 1 mg S1FG 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 2 
S1FG(K) 1 mg S1FG - - - 1 
AMD(K) - 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 2 
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Abb. 9:  Schema der Anatomie der A. femoralis beim Kaninchen. Die einzelnen Abgänge 
wurden in der der Nummerierung entsprechenden Reihenfolge unterbunden. Nr.  
1 wurde zusammen mit der begleitenden Vene ligiert.  
Danach wurde die A. femoralis zunächst proximal der Ligatur Nr.9 angeklemmt und die Arterie 
zwischen Ligatur und Klemme mit einer Schere durchtrennt. Der nächste Schnitt erfolgte unmittelbar 
distal der Ligatur Nr. 8. Sodann wurde der distale Anteil der Femoralarterie unter vorsichtigen, 
konstanten Zug- und Drehbewegungen an der angelegten Klemme aus dem Bein entfernt. Danach 
wurde die Arterie proximal der Ligatur Nr. 6 angeklemmt, wiederum zwischen Klemme und Ligatur 
sowie unmittelbar distal der Ligatur Nr. 5 durchschnitten und in derselben Art und Weise entfernt. 
Schließlich erfolgte eine Kontrolle auf Bluttrockenheit und ein Ausspülen der Wunde mit NaCl. Der 
Wundverschluss wurde mittels Einzelknopf- oder Donatinähten (Supolene DS40, 3.5 metric, Resorba, 
Nürnberg, Deutschland) durchgeführt. Nach Beendigung der Naht wurde die TIVA ausgeschaltet. Die 
Wunde wurde mit Povidon-Iod (B. Braun Melsungen AG) desinfiziert und das Bein verbunden(NOBA 
Verbandmittel Danz GmbH). Dabei wurde der Verband auch um den Rumpf geführt. Es wurde auf 
einen nicht zu straffen Sitz des Verbandes geachtet. Der Verband wurde zur Stabilisierung mit 
Rollenpflaster (Leukoplast Hospital 5 cm x 9,2 m, SSN medical, Hamburg, Deutschland) überklebt. 
Hierbei wurde ebenfalls auf einen nicht zu straffen Sitz geachtet und eine zirkuläre Umklebung des 
Beines vermieden. Zur Infektionsprophylaxe wurden 4 mg Gentamycin (Gencin®, DeltaSelect, 
Dreieich, Deutschland) intramuskulär in den linken Oberschenkel injiziert. 
Nach Aufwachen des Tieres wurde es zurück in den Stall verbracht. Postoperativ wurde dem 
Trinkwasser 3 Tage lang 62,5 mg/d Tramadolhydrochlorid (Grünenthal GmbH, Aachen, Deutschland) 
zur Analgesie zugegeben. 
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2.6.4 Behandlung 
Am Tag 7 nach Exzision der Femoralarterie wurde das entsprechende Plasmid appliziert. Einleitung 
und Führung der Anästhesie sowie die Vorbereitungen zur Operation erfolgten wie in 2.6.3 
beschrieben.  
Nach Rasur und Desinfektion des OP-Gebiets wurde lateral der OP-Wunde von Tag 0 etwas kaudal 
des Leistenbandes ein zweiter, ca. 2 cm langer Schnitt getätigt. Die V. femoralis wurde ca. 1 cm 
kaudal des Leistenbandes durch stumpfe Präparation mit der Overholt-Klemme dargestellt und 
umschlungen. Auf die Vene wurde der sterile, auf die Hälfte gekürzte Köcher einer PVK aufgelegt und 
auf dieser „Polsterung“ die Ligatur zugezogen und verknotet, um den Fluss in der V. femoralis zu 
unterbrechen. Durch den Köcher zwischen Knoten und Vene konnte nach Beendigung der 
Retroinfusion der Knoten gefahrlos mit einem Skalpell durchtrennt werden. Zusätzlich wurde ein aus 
einer Mullbinde bestehendes Tourniquet um den proximalen Oberschenkel angelegt und mit einer 
großen Klemme fixiert. 
Danach wurde die Haut über dem proximalen Teil der V. tibialis ant. rasiert und desinfiziert. Mit einer 
Schere wurde ein ca. 1 cm langer Hautschnitt durchgeführt, so dass die Vene frei lag. Die Vene wurde 
nach distal hin mit einer PVK der Größe 24G punktiert. Danach erfolgte die langsame Retroinfusion 
des inzwischen vorbereiteten, liposomal verpackten S1FG-Plasmids (vorbereitet wie unter 2.2.1 
beschrieben) oder eines äquivalenten Volumens NaCl. Während der Retroinfusion erfolgte eine 
ständige Sichtkontrolle auf eventuell entstehende Schwellungen oder Paravasate.  
Nach Beendigung der Retroinfusion wurde mit ca. 1 ml NaCl nachgespült, der PVK entfernt und die 
Punktionsstelle für mindestens 15 Minuten fest komprimiert. 30 Minuten nach Abschluss der 
Retroinfusion wurde das Tourniquet gelöst und die Ligatur der V. femoralis entfernt. Nach Spülung 
der Wunde erfolgte der Wundverschluss mit Einzelknopf- oder Donatinähten. Desinfektion der 
Wunde, Verband. Antibiotikaprophylaxe sowie postoperative Schmerztherapie wurden wie unter 
2.6.3 beschrieben durchgeführt. 
In den Versuchsgruppen S1FG+AMD(K) und AMD(K) wurde an den Tagen 9, 10 und 11 nach Exzision 1 
mg AMD3100 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) intraperitoneal injiziert. 
In Versuchsgruppe S1FG-GFP+eEPCs(K) wurden am Tag 9 nach Exzision 5*106 DiI-gefärbte eEPCs in 
sterilem PBS-Dulbecco (Biochrom AG) wie oben beschrieben retroinfundiert. Zur Kultivierung und 
Färbung der Zellen s. 2.3.1. 
Am Tag 11 nach Exzision, 6 Stunden nach Applikation der letzten AMD3100-Dosis, erfolgte die 
Narkoseeinleitung wie unter 2.6.3 beschrieben. Danach wurde das Tier durch intrakardiale Injektion 
Material und Methoden 
26 
 
von 10 ml gesättigter KCl-Lösung (ca. 255 g KCl gelöst in 1 l Aqua bidest.) getötet. Es folgte die 
Entnahme der Mm. tibialis ant. (abgekürzt „TA“), gastrocnemius („GC“), fibularis longus („Fib“), 
adductor („AD“) und vastus medialis („VM“) beider Seiten sowie die Entnahme von Teilen beider 
Nieren, der Milz, der Leber, des Herzens und der Lungen. Von den jeweiligen Geweben wurde ein Teil 
(bei Muskeln etwa die distalen 3-4 cm) in Plastikkästchen gelegt und für ca. 15-20 Minuten in einem 
Tiegel mit 2-Methylbutan (Carl Roth GmbH & Co. KG) untergetaucht. Dieser Tiegel befand sich in 
einem Bad aus flüssigem Stickstoff, so dass die Proben unter Verdrängung von Wasser eingefroren 
wurden.  
Die Proben wurden dann auf Trockeneis in einen Kühlschrank zur langfristigen Lagerung bei -80°C 
transportiert. Teile der Proben wurden auch direkt in 1,5 ml-Reagiergefäßen (Eppendorf AG, 
Hamburg, Deutschland) in flüssigem Stickstoff schockgefroren und später ebenfalls bei -80°C 
langfristig gelagert. 
2.6.5 Histologie 
Die entnommenen Materialien wurden zur Bewertung der Kapillardichte in den Muskeln histologisch 
aufgearbeitet. Sie wurden bei -20°C mit TissueTek (Sakura Finetek Europe, Zoeterswoude, 
Niederlande) auf Trägern befestigt und mit einem Kryotom (CM3050, Leica Microsystems GmbH, 
Wetzlar, Deutschland) in 5 µm dicke Scheiben geschnitten und auf Objektträger (Gerhard Menzel 
GmbH, Braunschweig, Deutschland) gebracht. Die Schnitte wurden bei 4°C gelagert.  
2.6.5.1 SDF-1-PECAM-1-Doppelfärbung 
Die Expression von SDF-1 in Relation zu PECAM-1 als Marker des Kapillarendothels(Page et al., 1992) 
wurde durch Immunfluoreszenz untersucht. Die Schnitte wurden bei 37 °C für 20 Minuten in 2 M HCl 
(Merck KgaA) fixiert und 3x 2 min in PBS + 0,2% Tween (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gewaschen. 
Unspezifische Proteinbindung wurde durch Aufbringen von Antibody Diluent (Dako Denmark, 
Glostrup, Dänemark) nach Umfahren der einzelnen Schnitte mit hydrophobem Stift (Dako Pen, Dako 
Denmark) reduziert und nach einem erneuten Waschschritt der primäre Antikörper (mouse-anti-
human-SDF-1, Best.-Nr. MAB350, R&D Systems GmbH, Wiesbaden, Deutschland; Konzentration 1:62) 
auf die Schnitte pipettiert. Die Schnitte wurden für 24 h bei 4 °C inkubiert und erneut in PBS + Tween 
gewaschen. Danach wurde der sekundäre Antikörper (goat anti-mouse IgG-FITC, Best.-Nr. sc-2099, 
Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA; Konzentration 1:50) aufgebracht und die Schnitte 
für 2 h bei Raumtemperatur inkubiert.  
Nach einem erneuten Waschschritt (3x 2 min PBS + 0,2% Tween) wurde der Antikörper gegen 
PECAM-1 zugefügt (PECAM-1, goat polyclonal, Best.-Nr. sc-1506, Santa Cruz Biotechnology Inc., 
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verdünnt 1:20 in Antibody Diluent) und wiederum für 24 h bei 4°C lichtgeschützt inkubiert. Die 
Schnitte wurden wiederum gewaschen (3x 2 min PBS + 0,2% Tween) und der zweite sekundäre 
Antikörper (donkey anti-goat IgG, Rhodamin-konjugiert, Best.-Nr. sc-2094, Santa Cruz Biotechnology 
Inc., verdünnt 1:50 in Antibody Diluent) für 2 h bei Raumtemperatur zugegeben. Nach 
abschließendem Abwaschen der Antikörper (3x 2 min PBS + 0,2% Tween) wurden die Schnitte 
abgedeckt und lichtgeschützt bei 4 °C bis zur baldigen Analyse aufbewahrt. 
Die Schnitte wurden mit einem Axiovert 200M-Mikroskop mit einer HBO50/AC-Lichtquelle und den 
Filtersätzen Nr. 20 und 44 untersucht.  Ein Fluar 40x/1.3 Ölimmersionsobjektiv wurde verwendet. Mit 
einer AxioCam MRm und der zugehörigen Software wurden die Bilder aufgenommen und betrachtet 
(Alle Geräte Carl Zeiss AG).  
2.6.5.2 Monozytennachweis 
Die Anfärbung der Monozyten erfolgte in Gefrierschnitten durch Nachweis der  
α-Naphtylacetatesterase. Hierzu wurde ein fertiges Kit mit Hämatoxylinlösung zur Gegenfärbung 
(Best.-Nr. 91A-1KT, Sigma-Aldrich Chemie GmbH) gemäß den Anweisungen des Herstellers 
verwendet. Die Schnitte wurden im oben beschriebenen Mikroskop betrachtet und fotografiert, es 
wurden je Muskel 10 repräsentative Bilder angefertigt und das Verhältnis von Monozyten zu 
Muskelfasern ausgewertet. 
2.7  Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischämie 
(Langzeitversuche) 
2.7.1 Überblick 
Die funktionellen Effekte der gesteigerten Mobilisierung und Rekrutierung der EPCs auf die 
Durchblutung des Hinterlaufs wurden durch insgesamt 35 Tage dauernde Langzeitversuche 
überprüft. Die Versuche waren ähnlich aufgebaut wie die beschriebenen Kurzzeitversuche, liefen 
aber nach Behandlung 4 Wochen. An Tag 7 und 35 wurden Angiographien der Hinterläufe 
durchgeführt. Zur Bewertung der Arteriogenese wurden die Verbesserung der Kollateralisierung 
sowie die Zunahme der Flussgeschwindigkeit gemessen. Weiterhin wurden zur 
Perfusionsbestimmung an Tag 7 und 35 fluoreszierende Mikrosphären appliziert. Als Parameter der 
Angiogenese wurde die Kapillardichte in der Hinterlaufmuskulatur untersucht. 
2.7.2 Induktion der Ischämie  
Die chronische Ischämie wurde wie unter 2.6.3 beschrieben durch Exzision der rechten 
Femoralarterie induziert.  
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Abb. 10: Versuchsablauf der Kaninchen-Langzeitversuche 
Tab. 3:  Versuchsgruppen Langzeitversuche Kaninchen 
Die Versuche in der Kontrollgruppe und der S1FG+eEPCs-Gruppe wurden in früheren Projekten der 
Arbeitsgruppe nach demselben Protokoll durchgeführt. 
2.7.3 Baseline-Messung und Behandlung 
Am Tag 7 nach Exzision wurden zunächst Mikrosphären appliziert und eine Angiographie der 
Hinterläufe zur Dokumentation der Ausgangssituation von Kollateralisierung und 
Flussgeschwindigkeit durchgeführt. Danach wurde gegebenenfalls S1FG oder NaCl retroinfundiert. 
Die Vorbereitungen für die Operation in Bezug auf Narkoseeinleitung und Herstellung steriler 
Kautelen waren wie unter 2.6.3 beschrieben. Zusätzlich wurde zum Referenzabzug für die 
Mikrosphärenmessung eine PVK (Introcan Safety W, 22G*1“, B. Braun Melsungen AG) in die Arterie 
des Ohres, an dem sich nicht der venöse Zugang befand, gelegt. Das Kaninchen wurde in Rückenlage 
über einer Stütze gelagert. Der Halsbereich wurde rasiert und sorgfältig desinfiziert.  
Sodann erfolgte unter sterilen Kautelen mit der Metzenbaumschere ein Hautschnitt etwa über der 
linken A. carotis. Mit anatomischer Pinzette und Overholt-Klemme wurde durch die verschiedenen 
Schichten stumpf zur A. carotis communis präpariert, die Arterie auf einer Strecke von ca. 2 cm 
dargestellt und mit zwei Ligaturen umschlungen. Die kraniale Ligatur wurde verschlossen und nach 
kranial hin unter leichten Zug gesetzt. Die Arterie wurde an der kaudalen Ligatur angehoben, um den 
Blutzufluss zu unterbrechen, und mit einer anatomischen Pinzette zwischen beiden Ligaturen gefasst. 
Versuchsgruppe Behandlung n= 
Tag 7 Tag 9 Tag 10 Tag 11 
Kontrolle NaCl - - - 5 
S1FG+eEPCs 1 mg S1FG 2*106 eEPCs - - 5 
S1FG+AMD 1 mg S1FG 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 5 
S1FG-R+AMD 1 mg S1FG-R 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 5 
S1FG 1 mg S1FG - - - 4 
AMD NaCl 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 1 mg AMD3100 4 
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Unmittelbar über der Pinzette wurde mit einer Mikro-Federschere ein ca. 1-2 mm durchmessendes 
Loch in die Arterie geschnitten, durch welches zügig mit Mandrin und Führungsdraht eine Schleuse 
(Radifocus Introducer II, 4F, Terumo Europe N.V., Leuven; Belgien) eingeführt wurde.  
Nach Fixierung der Schleuse wurde unter Durchleuchtung mit einem C-Bogen (Exposcop 800, Fa. 
Ziehm, Nürnberg, Deutschland) ein 4F-Katheter (Cordis Corp., Miami, FL, USA) eingeführt. Über einen 
steuerbaren Führungsdraht mit flexibler Spitze (Größe 0,014“, Cordis Corp.) wurde zunächst unter 
Durchleuchtung der linke Ventrikel aufgesucht und der Katheter in den Ventrikel vorgeschoben. 
Während des Versuchs wurden zur Vermeidung von Thromben Führungsdrähte und Katheter 
wiederholt mit verdünntem Heparin-Natrium (500 I.E./ml, B. Braun Melsungen AG) gespült und 
benetzt. Mittels Druckmessung erfolgte eine Verifizierung der Katheterlage. Währenddessen wurden 
die fluoreszierenden Mikrosphären („FluoSpheres“, 1*106 beads/ml, Fa. Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA) 3 Minuten aufgeschüttelt, dann 5 Minuten im Ultraschallbad belassen und erneut 3 
Minuten auf dem Vortex-Gerät geschüttelt. 3 ml Mikrosphären wurden dann über 2 Minuten 
kontinuierlich intraventrikulär appliziert. Für 3 Minuten ab Beginn der Applikation wurde aus der 
arteriellen Kanüle mit einer Flussrate von 2,06 ml/min (Abzugsgerät der Firma Harvard Apparatus, 
South Natick, USA) Blut als Referenz für die Mikrosphärenmessung in eine Spritze mit 3 ml 3,13% 
Natriumcitrat-Lösung (Fa. Eifelfango, Bad Neuenahr-Ahrweiler, Deutschland) abgezogen. Nach Ende 
der Applikation wurde der Katheter aus dem Ventrikel entfernt. Das Blut wurde unverzüglich durch 
ein Filtersystem wie in 2.7.8 beschrieben abgesaugt, um die fluoreszierenden Mikrosphären im Filter 
aufzufangen. Die Filter wurden stehend und gegen Licht geschützt bei 4°C gelagert. 
Nun wurde der Führungsdraht unter Durchleuchtung in eine A. iliaca externa vorgeschoben, und der 
Katheter über den Draht an dieser Stelle positioniert. Es erfolgte die Applikation von 3 mg Adenosin 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) und nach Spülung des Katheters mit 0,9% NaCl-Lösung die Angiographie 
durch Injektion von 2 ml Iopamidol (Solutrast 370, Bracco Altana Pharma GmbH, Konstanz, 
Deutschland) unter Durchleuchtung. Danach wurde die Angiographie in gleicher Weise auf der 
Gegenseite durchgeführt. 
Nach Ende der Angiographien und Wundverschluss am Hals mit Donati- oder Einzelknopfnähten 
wurde je nach Versuchsgruppe in Liposomen verpacktes S1FG-Plasmid, S1FG-R-Plasmid oder NaCl 
wie unter 2.6.4 beschrieben retroinfundiert. 
Nach Abschluss der Retroinfusion erfolgten Wundverschluss, lokale Desinfektion, Verband, 
Antibiotikaprophylaxe und postoperative Schmerztherapie in der in 2.6.3 beschriebenen Weise. Die 
Wunde am Hals wurde nicht verbunden, sondern nur desinfiziert. 
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In der der Gruppe S1FG+eEPCs wurden an Tag 9 nach Exzision 5 bzw. 2 Millionen DiI-gefärbte eEPCs 
in sterilem PBS wie oben beschrieben retroinfundiert. 
In den Gruppen S1FG+AMD und AMD wurde an den Tagen 9, 10 und 11 jeweils 1 mg AMD3100 
intraperitoneal injiziert. 
2.7.4 Versuchsende 
35 Tage nach Exzision wurde der Versuch nach nochmaliger Angiographie und Mikrosphären-
applikation beendet. Vorbereitung der Operation, Schleusenanlage, Mikrosphärenapplikation und 
Angiographie der Hinterläufe erfolgte wie oben beschrieben. Dann wurde das Tier durch 
intrakardiale Injektion von 10 ml gesättigter KCl-Lösung getötet und Hinterlaufmuskeln und Organe 
wie unter 2.6.4 beschrieben entnommen. Zusätzlich wurden, um später die Fluoreszenz der 
applizierten Mikrosphären messen zu können, Teile der Muskeln in 5%-Formalin-Lösung (Carl Roth 
GmbH & Co. KG) eingelegt und gegen Licht geschützt aufbewahrt. 
2.7.5 Histologie 
Die Schnitte wurden wie unter 2.6.5 beschrieben aufgearbeitet und unter dem Mikroskop betrachtet. 
Für Proben, in denen AP angefärbt war, wurde Durchlicht verwendet. Zur Betrachtung der PECAM-1-
gefärbten Schnitte wurde das unter 2.6.5.1 beschriebene Mikroskop verwendet. Von jedem Muskel 
wurden ca. 8 Fotografien betrachtet, in jeder davon Kapillaren und Muskelfasern gezählt und das 
Verhältnis gebildet. Dabei wurden von jedem Muskel mindestens 100 Muskelfasern betrachtet. Zur 
Auswertung wurde der Durchschnitt der Kapillardichte in der Unterschenkelmuskulatur 
herangezogen. 
2.7.5.1 Alkalische Phosphatase-Färbung 
Die Färbung wurde auf der Basis des von Ziada et al. beschriebenen Verfahrens (Ziada et al., 1984) 
durchgeführt. In 30 ml Pufferlösung wurden 6 mg 5-bromo-4-chloro-3-indolylphosphat-p-toluidin-
Salz (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) sowie 30 mg Nitrotetrazolium blue chloride (Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH) gelöst. Die Pufferlösung enthielt 6,9 mmol/l MgSO4 (Merck KGaA) und 27,5 mmol/l 
B4Na2O7 (Merck KGaA) gelöst in Aqua dest.. Die Objektträger wurden mit jeweils ca. 1 ml der Lösung 
überschichtet und in einer Feuchtkammer für 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Die Färbelösung wurde 
danach abgeklopft, die Objektträger zum Waschen drei Mal in PBS geschwenkt und danach 5 
Minuten in 4% Formalin-Lösung fixiert. Dann wurden die Objektträger 1 Minute in Aqua dest. 
gewaschen, 1 Minute in 0,1% Kernechtrot-Lösung (Apotheke Innenstadt des Klinikums der 
Universität München, München, Deutschland) gegengefärbt und noch mal 1 Minute in Aqua dest. 
gewaschen. Danach wurden die Objektträger luftgetrocknet und bei 4°C bis zur Analyse aufbewahrt. 
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2.7.5.2 PECAM-1-Färbung 
Zur Immunhistochemie wurden ebenfalls Gefrierschnitte verwendet. Die Schnitte wurden 20 min bei 
37°C in 2M HCl (Merck KGaA) fixiert, dann 3x 5 min in PBS gewaschen. Danach wurden die einzelnen 
Schnitte mit einem hydrophoben Stift umfahren (DakoPen, Dako Denmark) und für 30 min bei 
Raumtemperatur mit Antibody Diluent (Dako Denmark) inkubiert, um unspezifische Proteinbindung 
zu verringern.  Nach erneutem Waschen (3x 5min PBS) wurde der primäre Antikörper gegen PECAM-
1 aufgetragen (PECAM-1, goat polyclonal, Best.-Nr. sc-1506, Santa Cruz Biotechnology Inc., verdünnt 
1:20 in Antibody Diluent) und für 24 h bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Schnitte wieder 3x 5 min 
in PBS gewaschen und bei Raumtemperatur 2 h mit dem sekundären Antikörper (donkey anti-goat 
IgG, Rhodamin-konjugiert, Best.-Nr. sc-2094, Santa Cruz Biotechnology Inc., verdünnt 1:50 in 
Antibody Diluent) inkubiert. Danach wurde wieder 3x 5 min mit PBS und kurz mit Aqua dest. 
gewaschen und die Schnitte gegen Licht geschützt bei 4°C aufbewahrt. 
2.7.6 Kollateralenwachstum 
Die Beurteilung des Kollateralenwachstums wurde wie in (Witzenbichler et al., 1998) beschrieben 
vorgenommen. Aus den an Tag 7 und Tag 35 aufgenommenen Angiographien wurde rechts und links 
jeweils das Bild ausgewählt, dass die Beingefäße vollständig gefüllt zeigt. Über dieses Bild wurde ein 
standardisiertes Gitter zwischen Leistenband und Kniegelenksspalt gelegt und die Kreuzungspunkte 
der zu sehenden Kollateralen mit dem Gitter gezählt(Witzenbichler et al., 1998). Es wurde das 
Verhältnis deren Anzahl an Tag 35 zur Anzahl an Tag 7 gebildet und zur Interpretation 
verwendet(Asahara et al., 1995). 
2.7.7 Messung der Flussgeschwindigkeit (Cinedensitometrie) 
Um die Perfusion des Hinterlaufs zu bestimmen, wurde in jeder Angiographie die Anzahl der 
Einzelbilder bestimmt, die zwischen Beginn der Kontrastmittelperfusion auf der Höhe des 
Leistenbandes und Erreichen des Kniegelenkspaltes lagen. Aufgrund einer konstanten 
Injektionsgeschwindigkeit und der konstanten Bildaufnahmerate des C-Bogens (25 Bilder pro 
Sekunde) war diese Anzahl der Perfusionsgeschwindigkeit direkt proportional(Gibson et al., 1996). 
Für Tag 7 und Tag 35 wurde jeweils das Verhältnis von linker zu rechter Seite bestimmt. Es wurde der 
Quotient aus diesem Verhältnis an Tag 35 und an Tag 7 gebildet und angegeben. 
2.7.8 Mikrosphärenaufbereitung 
Als Goldstandard zur Flussmessung wird die Verwendung fluoreszierender Mikrosphären angesehen. 
Wir applizierten wie beschrieben jeweils 3 ml Mikrosphären verschiedener Farben an Tag 7 und Tag 
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35 und asservierten Teile der Hinterlaufmuskeln in Formalin, die gegen Licht geschützt gelagert 
wurden.  
Die Aufbereitung der Proben zur Durchführung der Messungen erfolgte abgewandelt nach (Raab et 
al., 1999).  
Stücke der Muskeln sowie beider Nieren mit einem Gewicht zwischen 1,5 und 2,5 g wurden in 
Polypropylen-Filtersystemen (s. Abb. 11:) verpackt.  
 
Abb. 11: Das Fi ltersystem. „B“ ist ein Polypropylen-Röhrchen mit einem Filter (8 µm 
Porengröße) am Boden, in das die Proben gelegt wurden. Die Röhrchen „C“ und 
„D“ wurden zusammengesteckt, „B“ hineingesteckt und die Konstruktion mit dem 
Deckel „A“ verschlossen. Der Durchmesser der Röhrchen „B“ und „C“ betrug etwa 
2,5 cm. Das zusammengebaute System ist mit „SPU“ bezeichnet (Aus (Raab  et al.,  
1999)) 
Der Filter („B“ in Abb. 11:) wurde in einen genau passenden Metallbecher eingesetzt. 15 ml 
Verdauungslösung (4M KOH (Merck KGaA) zur Zersetzung der Muskeln mit Zusatz von 2% Tween 80 
(Carl Roth GmbH & Co. KG) um ein Anhaften der Mikrosphären an den Wänden zu verhindern) 
wurden hinzugefügt. Die Lösung wurde mit 3 ml absolutem Ethanol (Apotheke Innenstadt des 
Klinikums der Universität München) überschichtet und mit einem Kunststoffdeckel verschlossen. Die 
Proben wurden dann 24 Stunden bei 60°C in einem Wärmeblock (Fa. Perkin-Elmer, Überlingen, 
Deutschland) verdaut. 
Danach wurde das KOH durch den Filter abgesaugt (s. Abb. 12:) und Reste der Lösung durch 
sorgfältiges Spülen mit phosphatgepufferter Salzlösung (29,8 g di-Kaliumhydrogenphosphat-trihydrat 
und 5,55 g Kaliumhydrogenphosphat, in 1000 ml Aqua dest. gelöst; Apotheke Innenstadt des 
Klinikums der Universität München) neutralisiert. Die fluoreszierenden Mikrosphären (Durchmesser 
ca. 15 µm) befanden sich nun in dem Filter.  Diese Filter sowie die Filter, durch die die 
Referenzblutprobe (s. 2.7.3) abgezogen wurde, wurden in 50 ml-Zentrifugenröhrchen (TPP AG) 
eingesetzt und je Filter 2 ml 2-Ethoxyethylacetat (Sigma-Aldrich Chemie GmbH) zugegeben. Durch 
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das 2-Ethoxyethylacetat wurde der fluoreszierende Farbstoff aus den Mikrosphären herausgelöst 
und konnte durch den Filter abzentrifugiert werden. 
Das 2-Ethoxyethylacetat mit Farbstoff wurde 3 min bei 3000 rpm durch den Filter zentrifugiert. Aus 
jedem Röhrchen wurden 100 µl des darin befindlichen 2-Ethoxyethylacetat in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte (TPP AG) pipettiert. 
 
Abb. 12: Schema zur Aufbereitung der Mikrosphären 
Die Fluoreszenz in den einzelnen Kavitäten der Platte wurde automatisch in einem 
Mikroplattenlesegerät (Safire 2, Tecan Austria GmbH, Grödig, Österreich) gemessen. Die Platte 
wurde in das Gerät hineingeschoben, alles weitere erfolgte automatisch gemäß der angegebenen 
Einstellungen. Exzitations- und Emissionswellenlängen für die einzelnen Fluoreszenzfarben sind in 
Tab. 4:, weitere Geräteeinstellungen in Tab. 5: angegeben. 
Farbe Exzitation Bandbreite Emission Bandbreite 
Scarlett 651 nm 6 nm 680 nm 14 nm 
Crimson 612 nm 6 nm 638 nm 12 nm 
Red 570 nm 6 nm 598 nm 14 nm 
Orange 534 nm 6 nm 554 nm 10 nm 
Yellow-Green 490 nm 6 nm 515 nm 12 nm 
Blue-Green 427 nm 6 nm 468 nm 14 nm 
Blue 356 nm 6 nm 424 nm 16 nm 
Tab. 4:  Exzitations- und Emissionswellenlängen mit den jeweil igen Bandbreiten. 
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Temperature 25 °C 
Z-Position Automatisch angepasst 
Integration time 40 µs 
Lag time 0 µs 
Measurement mode Fluorescence 
Number of reads 3 
Shake duration 5 s 
Tab. 5:  Weitere Geräteeinstellungen 
Die akquirierten Daten wurden von der XFluor4-Software (Version 4.62, Fa. Tecan Austria GmbH), 
einem Makro für Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation, Seattle, USA) im .xls-Format 
gespeichert und in Microsoft Excel 2003 ausgewertet. Der regionale Blutfluss (RBF) wurde als 
Verhältnis der Perfusion eines Beines im Verhältnis zum anderen zwischen Tag 7 und Tag 35 gemäß 
folgender Formeln bestimmt. 
= ℎ  
 (1)      = ℎ  
 (2) 
= ℎ  
 (3)           = ℎ  
  (4) 
 
=  (5) 
2.8  Statistische Auswertung 
Analyse der Daten erfolgte mittels Microsoft Excel 2007 (Microsoft Corporation) und SPSS  v 19.0.0.1 
(SPSS Inc., Chicago, USA). Die Daten sind als Mittelwert ± Standardfehler dargestellt. 
Zur Prüfung der Signifikanz von Effekten wurden zunächst mittels des Levene-Tests die Varianzen der 
einzelnen Gruppen auf Homogenität geprüft. Konnte die Nullhypothese des Tests nicht abgelehnt 
werden (Ergebnisse in Abb. 14:, Abb. 23:, Abb. 29:, Abb. 16:, Abb. 17:, Abb. 18:, Abb. 19:9), wurden 
die Daten mittels des Tamhane T2-Tests oder des Games-Howell-Tests untersucht. Ergab sich 
Varianzenhomogenität, wurden der einfaktorielle ANOVA-Test und das Student-Newman-Keul-
Verfahren als Post-Hoc-Analyse angewendet.  
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3 Ergebnisse 
3.1 PMN-Adhäsion in vitro 
Versuche zur Adhäsion von eEPCs auf S1FG und anderen Molekülen transfizierten Endothelzellen 
wurden bereits vorher in der Arbeitsgruppe durchgeführt. 
Da in einem klinischen Zusammenhang die Rekrutierung verschiedener Arten zirkulierender Zellen 
von Bedeutung ist, wurde hier die Adhäsion von PMNs am S1FG-Konstrukt mit der an anderen 
Adhäsionsmolekülen verglichen. 
 
Abb. 13: In vitro-Adhäsion von DiI-gefärbten PMNs auf transfizierten HMVECs unter 
statischen Bedingungen. Obere Reihe: PMNs(rot),  untere Reihe: 
Endothelzellrasen (Phasenkontrastaufnahme). Deutlich höhere Adhäsion 
inflammatorischer Zellen an Fractalkine als an S1FG. Der Endothelzellrasen war in 
allen Experimenten ungefähr gleich dicht. (Länge des Striches: 50 µm)  
Zunächst wurde die PMN-Adhäsion an verschiedenen Adhäsionsmolekülen in Mikrotiterplatten ohne 
Schubspannung untersucht. Hierbei zeigte sich, dass auf mit S1FG transfizierten Endothelzellen mehr 
PMNs adhärieren als an mock-transfizierten Kontrollen. Dennoch war die Zahl adhärierender PMNs 
immer noch signifikant geringer als an dem vergleichbaren Adhäsionsmolekül Fractalkine (17,9 
cells/lpf ± 1,5 (pcDNA) vs. 67,9 cells/lpf ±8,1 (Fractalkine) vs. 42,6 cells/lpf ±3,6, p<0 (S1FG); p<0,01 
für S1FG vs. pcDNA und wt-Fractalkine; s. Abb. 13:, Abb. 14:) 
 
Ergebnisse 
36 
 
 
Abb. 14: Adhärierende PMNs an transfizierten HMECs unter statischen Bedingungen. Es 
zeigte sich zwar eine höhere Adhäsion von PMNs an S1FG, die allerdings immer 
noch signifikant geringer war als die PMN-Adhäsion an Fractalkine (Daten als 
Mittelwert ± SEM; #: p<0.01 vs. pcDNA; §: p<0.01 vs. wt-Fractalkine)  
3.2 Adhäsion unter Schubspannung 
Um zu untersuchen, über welchen Teil des Rekrutierungsmechanismus die S1FG-vermittelte 
Adhäsion von Zellen in vitro und in vivo genau wirkt, wurden Adhäsionsversuche unter einer 
Schubspannung von 1 dyn/cm² durchgeführt, bei denen THP-1-Zellen über S1FG- oder GFP-
transfizierte HUVECs superfundiert wurden. Dabei wurden rollende und fest anhaftende Zellen 
gezählt (Beispielbilder aus den Videos s. Abb. 15:). 
 
Abb. 15: Repräsentative Beispielbilder aus den Videoaufnahmen der Adhäsionsversuche 
unter Schubspannung (Schwarze Pfeile: Beispiele für adhärierende THP-1-Zellen).  
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Es zeigte sich, dass die Anzahlen rollender Zellen auf jeweils GFP- oder S1FG-transfizierten HUVECs 
vergleichbar waren, auf S1FG-transfizierten HUVECs jedoch signifikant mehr THP-1-Zellen fest haften 
blieben. 
 
Abb. 16: Rollende THP-1-Zellen auf GFP- oder S1FG-transfiz ierten HUVECs. Wo angegeben, 
Zugabe von blockierendem Antikörper gegen L-Selektin (Daten als Mittelwert ± 
SEM; keine signifikanten Unterschiede).  
 
Abb. 17: Festhaftende THP-1-Zellen auf GFP- oder S1FG-transfizierten HUVECs. Wo 
angegeben, Zugabe von blockierendem Antikörper gegen L-Selektin (Daten als 
Mittelwert ± SEM; *: p<0.05 für S1FG gegen alle anderen Gruppen).  
Zur Untersuchung der Ursachen dieses Effekts wurde den THP-1-Zellen ein blockierender Antikörper 
gegen L-Selektin zugegeben. Zugabe des Antikörpers reduzierte die Anzahl auf S1FG-transfizierten 
HUVECs haftenden Zellen auf Kontrollniveau. Die Anzahl rollender Zellen war in beiden Gruppen 
gleich, tendenziell leicht unterhalb des Niveaus der Kontrolle ohne Antikörper (Rollende Zellen: 26,7 
cells/lpf ±6,45 (GFP) vs. 33,5 cells/lpf ±6,01 (S1FG) vs. 15,3 cells/lpf ±2,42 (GFP+L-Sel-AB) vs. 16,7 
cells(lpf ±1,44 (S1FG+L-Sel-AB), p=n.s., s. Abb. 16:; Anhaftende Zellen: 21,5 cells/lpf ±2,80 (GFP) vs. 
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42,3 cells/lpf ±4,64 (S1FG) vs. 18,0 cells/lpf ±1,41 (GFP+ L-Sel-AB) vs. 21,3 cells/lpf ±0,27 (S1FG+L-Sel-
AB), p<0.05 für S1FG vs. alle anderen Gruppen, s. Abb. 17:).  
Ebenso wurden die THP-1-Zellen vor Superfusion mit AMD3100 inkubiert.  
 
Abb. 18: Rollende THP-1-Zellen auf S1FG- oder GFP-transfiziertem Endothel. Wo 
angegeben, Vorinkubation der THP-1-Zellen mit AMD3100 (Daten als Mittelwert ± 
SEM; keine signifikanten Unterschiede).  
 
Abb. 19: Fest haftende THP-1-Zellen auf S1FG- oder GFP-transfiziertem Endothel. Wo 
angegeben, Präinkubation der THP-1-Zellen mit AMD3100 (Daten als Mittelwert ± 
SEM; *: p<0,05; n.s.: kein signifikanter Unterschied).  
Die Anzahl nach dieser Vorbehandlung auf S1FG-transfiziertem Endothel haftender Zellen reduzierte 
sich tendenziell, ohne dass eine statistische Signifikanz des Unterschieds erreicht wurde. Der 
Unterschied zur Anzahl auf untransfiziertem Endothel haftender Zellen verlor allerdings ebenfalls 
seine Signifikanz. (Rollende Zellen: 26,7 cells/lpf ±6,45 (GFP) vs. 33,5 cells/lpf ±6,01 (S1FG) vs. 24,0 
cells/lpf ±4,23 (GFP+AMD) vs. 29,2 cells(lpf ±3,44 (S1FG+AMD), p=n.s., s. Abb. 18:; Anhaftende Zellen: 
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21,5 cells/lpf ±2,80 (GFP) vs. 42,3 cells/lpf ±4,64 (S1FG) vs. 30,2 cells/lpf ±3,84 (GFP+AMD) vs. 32,0 
cells/lpf ±4,44 (S1FG+AMD), p<0.05 für S1FG vs. GFP und p<0,05 für GFP vs. GFP+AMD, s. Abb. 19:) 
Nach Superfusion mit AMD3100-präinkubierter THP-1-Zellen wurden jedoch die Kanäle mit Medium 
unter relativ hohem Fluss gespült, was dazu führte, dass eine relativ hohe Schubspannung auf das 
Endothel und die bereits anhaftenden THP-1-Zellen ausgeübt wurde. Die Anzahl der sich darunter 
ablösenden THP-1-Zellen wurde als Anteil der vor Applikation der hohen Schubspannung 
anhaftenden Zellen ausgedrückt und verglichen.  
 
Abb. 20: Prozentualer Anteil nach 2 Minuten anhaltender Schubspannung von 8 dyn/cm² 
abgeschwemmter THP-1-Zellen an allen vorher fest anhaftenden Zellen im 
jeweil igen Bildausschnitt  (Daten als Mittelwert ± SEM; *: p<0,05 für S1FG vs. al le 
anderen Gruppen).  
Hierbei zeigte sich, dass auf S1FG-transfiziertem Endothel ein signifikant höherer Anteil der 
haftenden Zellen in der Lage ist, dem hohen Fluss zu widerstehen, als auf GFP-transfiziertem 
Endothel. Wurden die superfundierten Zellen zuvor mit AMD3100 behandelt, führte dies zur 
Aufhebung des Effekts. (Anteil abgelöster Zellen nach 2 Minuten  8 dyn/cm² Schubspannung: 38,3%  
±5,97 (GFP) vs. 6,3% ±3,26 (S1FG) vs. 53,2% ±8,70 (GFP+AMD) vs. 49,0% ±3,96 (S1FG+AMD), p<0,05 
für S1FG vs. alle anderen Gruppen, s. Abb. 20:)  
3.3 SDF-1-Expression  in vivo 
Zum Nachweis der in vivo Expression des S1FG-Konstruktes wurde die Verteilung der SDF-1-
Expression in der Muskulatur anhand immunhistochemischer Färbungen untersucht. 
Obwohl sich das endogene SDF-1 auch im unbehandelten Tier anfärbte, zeigte sich nach S1FG-
Transfektion eine deutliche Gruppierung der Fluoreszenz um das mit PECAM-1 markierte 
Kapillarendothel welche mit der S1FG-Expression korrelieren würde (s. Abb. 21:. 
 
 
Abb. 21: Immunhistochemischer Nachweis von SDF
S1FG vorbehandelten Tier war
im Kontrollt ier zeigte
µm). Untere Reihe: Ausschnittsvergrößerung.
3.4 Monozytenadhäsion im 
In Kurzzeitversuchen wurde die Anzahl der 
wurden dazu mit der α-Naphtylacetat
Abb. 22: Repräsentative Beispiele
sind braun-schwarz (weiße Pfeile: Beispiele), Muskelfasern bläulich
(Länge des Striches: 50 µm)
-1 (grün) und PECAM-1 (rot).  Im mit 
 SDF-1 in der Nähe des PECAM-1 lokalisiert (Pfeile),  
 sich eine eher diffuse Anfärbung (Länge des Striches: 20 
  
Ischämiegebiet 
Monozyten im Ischämiegebiet untersucht.
-Esterase-Methode angefärbt (s. Abb. 22:). 
 für die α-Naphtylacetat-Esterase-Färbung. Monozyten 
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 Die Muskeln 
 
 angefärbt.  
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Hier zeigten sich in der S1FG+AMD-Gruppe signifikant mehr Monozyten als in der Kontrollgruppe. 
Ebenso bestand ein signifikanter Unterschied zur S1FG-Gruppe (26,5 Mono/hpf ±0,87 (Kontrolle(K)) 
vs. 33,9 Mono/hpf ±1,80 (S1FG+AMD(K)) vs. 31,8 Mono/hpf ±1,80 (AMD(K)) vs. 25,6 Mono/hpf ±1,48 
(S1FG(K)); p<0,01 für S1FG+AMD(K) vs. Kontrolle(K) und S1FG(K); s. Abb. 23:). 
 
Abb. 23: Quantifiz ierung der Monozyten im ischämischen Hinterlauf mittels α-
Naphtylacetat-Esterase-Färbung: Zwar geringe,  aber dennoch signifikante 
Unterschiede zeigten sich zwischen S1FG+AMD(K) und der Kontrollgruppe bzw. 
S1FG(K). (Daten als Mittelwert ± SEM; #: p<0.01)  
3.5 Funktioneller Effekt von S1FG und AMD3100 
3.5.1 Allgemeines 
Der funktionelle Effekt der jeweiligen Behandlung wurde in Langzeitversuchen anhand von 
Kapillarwachstum, Kollateralenwachstum und Perfusionsmessungen untersucht und verglichen. 
3.5.2 Kapillarwachstum 
Das Wachstum der Kapillargefäße als Parameter der Angiogenese wurde mittels Alkalische-
Phosphatase-Färbung und PECAM-1-Färbung untersucht (s. Abb. 24:, Abb. 25:). Verglichen wurde die 
durchschnittliche Anzahl der Kapillaren pro Muskelfaser im ischämischen Unterschenkel. 
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,  
Abb. 24: Repräsentative Beispiele für Kapillarwachstum in der Unterschenkelmuskulatur 
(PECAM-1-Färbung; Länge des Striches: 50 µm) 
 
,  
Abb. 25: Repräsentative Beispiele für Kapillarwachstum in der Unterschenkelmuskulatur.  
Kapillaren sind schwarz-braun, Muskelfasern rötlich angefärbt (AP-Färbung;  
Länge des Striches: 50 µm)  
Hier lag die Kapillardichte in der S1FG+AMD-Gruppe auf dem Niveau der S1FG+eEPCs und signifikant 
über Kontrollniveau (1,30 K/Mf ±0,08 (Kontrolle) vs. 1,87 K/Mf ±0,11 (S1FG+eEPCs) vs. 1,88 K/Mf 
±0,09 (S1FG+AMD); p<0.01 für Kontrolle vs. S1FG+eEPCs und S1FG+AMD; s. Abb. 26:). Applikation 
von S1FG oder AMD3100 alleine führte zu keinem signifikanten Effekt, weder gegenüber der 
Kontrollgruppe, noch gegenüber S1FG+AMD. (1,88 K/Mf ±0,09 (S1FG+AMD) vs. 1,75 K/Mf ±0,19 
(S1FG) vs. 1,52 K/Mf ±0,12 (AMD); Abb. 27:) 
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Abb. 26: Durchschnittliche Kapillardichte im Unterschenkel des ischämischen Hinterlaufs.  
S1FG+AMD führte zu einer signifikanten Steigerung des Kapil larwachstums. 
Dieses lag auf dem gleichen Niveau wie in der S1FG+eEPCs-Gruppe (Daten als 
Mittelwert ± Standardfehler; #: p<0.01 vs. Kontrolle).  
 
Abb. 27: Durchschnittliches Verhältnis von Kapillaren zu Muskelfasern im Unterschenkel 
des ischämischen Hinterlaufs. Im Vergleich zwischen Anwendung von S1FG oder 
AMD3100 al leine zeigten sich nur leichte Tendenzen im Vergleich zur 
Kombination beider Agenzien. (Schwarze Querl inie: Kontrollniveau; Daten als 
Mittelwert ± Standardfehler; #: p<0.01 vs. Kontrolle)  
3.5.3 Kollateralenwachstum 
Als Parameter der Arteriogenese wurde das Kollateralwachstum während der Versuchsdauer 
bestimmt. Dazu wurden an Tag 7 und Tag 35 Angiographien durchgeführt (s. Abb. 28:), ein 
vordefiniertes Gitter über die jeweils besten Bilder beider Angiographien gelegt und die 
Kreuzungspunkte der in der Angiographie sichtbaren Kollateralen mit dem Gitter gezählt. Die 
prozentuale Zunahme der Kreuzungspunkte wurde ausgewertet. 
Ergebnisse 
44 
 
 
Abb. 28: Repräsentative Angiographiebilder; Obere Reihe Tag 7, untere Reihe jeweils  Tag 
35 des gleichen Tieres.  
Bei Kontrolltieren kam es nach Tag 7 zu fast keinem Wachstum von Kollateralen mehr. Die 
Applikation von S1FG und AMD3100 jedoch führte zu signifikant gesteigerter Kollateralenbildung. 
Der durch Gabe von AMD3100 nach Vorbehandlung des Ischämiegebietes mit S1FG erzielte Effekt 
war dabei genauso stark wie der Effekt einer Applikation von eEPCs nach entsprechender 
Vorbehandlung (104,5 %d7 ±4,88 (Kontrolle) vs. 200,6 %d7 ±12,72 (S1FG+eEPCs) vs. 195,1 %d7 ±6,0 
(S1FG+AMD); p<0,01 für Kontrolle vs. S1FG+AMD und S1FG+eEPCs; s. Abb. 29:). 
 
Abb. 29: Kollateralenwachstum im ischämischen Hinterlauf.  Die Kombination von S1FG und 
AMD3100 führte zu einer signifikanten Steigerung des Kollateralwachstums im 
Vergleich zur Kontrolle. Der Effekt war dabei ähnlich stark wie bei Applikation 
von eEPCs nach S1FG-Transfektion. (Daten dargestellt als Mittelwert ± SEM; #: 
p<0.01 vs. Kontrolle)  
Im Gegensatz dazu hatte die alleinige Transfektion des Ischämiegebietes mit S1FG ohne 
weitergehende Behandlung keinen signifikanten Einfluss auf das Kollateralenwachstum. Die Gabe 
von AMD3100 ohne Vorbehandlung führte zwar zu gegenüber der Kontrolle signifikant stärkerem 
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Wachstum, der Effekt war jedoch immer noch signifikant geringer als bei einer Kombination von 
S1FG und AMD3100 (104,5 %d7 ±4,88 (Kontrolle) vs. 195,1 %d7 ±6,0 (S1FG+AMD) vs. 122,3 %d7 
±3,35 (S1FG) vs. 146,1 %d7 ±10,56 (AMD); p<0,01 für S1FG+AMD vs. Kontrolle und AMD vs. 
Kontrolle, p<0,05 für S1FG und AMD; s. Abb. 30:). 
 
Abb. 30: Kollateralenwachstum im ischämischen Hinterlauf.  Die Kombination von S1FG mit 
AMD3100 führte zu signifikant stärkerem Kollateralwachstum als die Applikation 
eines der Kombinationspartner al leine. (Schwarze Querlinie: Kontrollwert; Daten 
dargestellt als Mittelwert ± SEM; #: p<0.01 vs. Kontrolle; §: p<0.05).  
3.5.4 Perfusion 
3.5.4.1 Cinedensitometrie 
Zur Beurteilung der Durchblutung der ischämischen Extremität wurde zunächst die 
Cinedensitometrie herangezogen. Dabei wurde in den Angiographiefilmen die Anzahl der Einzelbilder 
bestimmt, die das Kontrastmittel benötigte, um –bei konstanter Injektionsgeschwindigkeit- vom 
Leistenband zum Kniespalt zu gelangen. Die prozentuale Verbesserung dieser Zahl zwischen den 
Angiographien an Tag 7 und Tag 35 wurde zur Beurteilung des Blutflusses im Bein verwendet. 
Auch hier kam es in der Kontrollgruppe nach Tag 7 zu keiner weiteren Steigerung der Durchblutung. 
Die Kombination aus S1FG-Transfektion und anschließender AMD3100-Applikation führte dagegen zu 
einer signifikanten Steigerung der Durchblutung im Vergleich zur Kontrolle. Der erzielte Wert war 
dabei wieder mit der durch die Applikation exogener eEPCs nach S1FG-Transfektion vergleichbar 
(102,1 %d7 ±10,4 (Kontrolle) vs. 217,2 %d7 ±7,3 (S1FG+eEPCs) vs. 193,4 %d7 ±9,8 (S1FG+AMD); 
p<0,01 für Kontrolle vs. S1FG+eEPCs und S1FG+AMD; s. Abb. 31:). 
Ergebnisse 
46 
 
 
Abb. 31: Perfusion des ischämischen Hinterlaufs am Versuchsende, bestimmt mittels  
Cinedensitometrie. Transfektion des Ischämiegebietes mit S1FG und nachfolgende 
Applikation von AMD3100 führte zu signifikanter Steigerung der Durchblutung. 
Der Effekt der Applikation exogener Zellen nach S1FG-Transfektion war der 
Ausprägung nach vergleichbar. (Daten dargestellt als Mittelwert ± 
Standardabweichung; #: p<0.01 vs. Kontrolle) 
Anwendung von AMD3100 oder S1FG alleine führte zu einer schwachen, jedoch signifikanten 
Steigerung der Perfusion im Vergleich zur Kontrolle. Kombination von S1FG und AMD3100 führte zu 
einer erheblichen Steigerung, dabei waren die Unterschiede sowohl zur Kontrolle als auch zu den 
Einzelstoffen signifikant. (102,1 %d7 ±10,4 (Kontrolle) vs. 193,4 %d7 ±9,8 (S1FG+AMD) vs. 138,8 %d7 
±5,81 (S1FG) vs. 130,3 %d7 ±3,52 (AMD); p<0.01 für S1FG+AMD vs. Kontrolle, S1FG und AMD, p<0,05 
für Kontrolle vs. S1FG und AMD; s. Abb. 32:) 
 
Abb. 32: Perfusion des ischämischen Hinterlaufs am Versuchsende. Einzelapplikation von 
S1FG oder AMD3100 führte zu bereits zu signifikanten Verbesserung,  
Kombination von S1FG und AMD3100 führte zu einer weiteren signifikanten 
Steigerung sowohl gegenüber der Kontrolle als auch gegenüber den Einzelstoffen 
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(Schwarze Querl inie: Kontrollwert; Daten dargestellt als Mittelwert 
Standardfehler; #: p<0.01 vs. Kontrolle; §: p<0.01, *: p<0,05 vs. Kontrolle).  
3.5.4.2 Mikrosphärenmessung 
Eine weitere zur Messung des Blutflusses verwendete Methode war die Mikrosphärenmessung. 
Dabei wurde das Verhältnis der Fluoreszenz zwischen ischämischem und nichtischämischen 
Hinterlauf jeweils an Tag 7 und an Tag 35 bestimmt und erneut die prozentuale Veränderung dieses 
Verhältnisses im Verlauf des Versuchs als Maß für die Durchblutung des Hinterlaufs verwendet. 
Die Durchblutungsmessung mittels Mikrosphären konnte den obigen Befund, dass die kombinierte 
Anwendung von S1FG und AMD3100 im Vergleich zur Kontrolle zu einer signifikanten Verbesserung 
der Perfusionssituation im ischämischen Hinterlauf führt, klar bestätigen. Auch hier führte die 
Applikation von AMD3100 nach S1FG-Transfektion zu einem ähnlich starken Effekt wie die exogene 
Zugabe von eEPCs nach gleicher Vorbehandlung des Ischämiegebietes (120,4 %d7 ±13,9 (Kontrolle) 
vs. 226,2 %d7 ±40,6 (S1FG+eEPCs) vs. 213,7 %d7 ±19,3 (S1FG+AMD); p<0,05 für Kontrolle vs. 
S1FG+eEPCs und S1FG+AMD; s. Abb. 33:). 
 
Abb. 33: Durchblutung des ischämischen Hinterlaufs, bestimmt als regionaler Blutfluss 
mittels fluoreszierenden Mikrosphären. Hier zeigten sich die gleichen Befunde 
wie bereits in der Durchblutungsmessung mittels Cinedensitometrie. (Daten als 
Mittelwert ± SEM; *:p<0.05 vs. Kontrolle) 
Ebenso zeigte sich eine erhebliche, signifikante Verbesserung der Perfusion durch kombinierte 
Verwendung von S1FG und AMD im Vergleich zu den Einzelgaben. Ein signifikanter Effekt der 
Einzelapplikation von AMD3100 oder S1FG konnte mit diesem Verfahren nicht nachgewiesen werden 
(120,4 %d7 ±13,9 (Kontrolle) vs. 213,7 %d7 ±19,3 (S1FG+AMD) vs. 129,3 %d7 ±25,6 (S1FG) vs. 124,3 
%d7 ±27,4 (AMD); p<0,05 für S1FG+AMD vs. Kontrolle, S1FG und AMD; s. Abb. 34:). 
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Abb. 34: Regionaler Blutfluss im ischämischen Hinterlauf,  bestimmt mittels 
fluoreszierender Mikrosphären. Hier zeigten sich im Wesentl ichen die gleichen 
Befunde wie in der Messung mittels Cinedensitometrie, ledigl ich eine sig. 
Steigerung von AMD und S1FG zur Kontrolle war nicht festzustellen. (Schwarze 
Querlinie: Kontrollwert; Daten als Mittelwert ± SEM; *:p<0.05 vs. Kontrolle,  
§:p<0,05) 
3.6 Funktioneller Effekt einer Peptidase-resistenten S1FG-Variante 
3.6.1 Allgemeines 
Um die Bedeutung von DPP-IV- oder MMP-2- vermittelter Spaltung des künstlichen 
Adhäsionsmoleküls zu untersuchen, wurden auch Versuche mit einer Variante des S1FG 
durchgeführt, die durch Änderung der Aminosäuresequenz gegen Spaltung durch DPP-IV oder MMP-
2 resistent ist. Diese Variante wurde als S1FG-R bezeichnet und wurde in Versuchen anstelle von 
S1FG vor AMD3100-Applikation in den ischämischen Hinterlauf transfiziert. 
3.6.2 Kapillarwachstum 
Bei Verwendung von S1FG-R anstelle von S1FG kam es nicht zu einer signifikanten Änderung des 
Kapillarwachstums. 
Die Kapillardichte in der S1FG-R+AMD-Gruppe war zwar ebenso signifikant höher als die in der 
Kontrollgruppe, zu S1FG+AMD zeigte sich allerdings kein signifikanter Unterschied (1,30 K/Mf ±0,08 
(Kontrolle) vs. 1,88 K/Mf ±0,09 (S1FG+AMD) vs. 1,72 K/Mf ±0,12 (S1FG-R+AMD); p<0.01 für 
S1FG+AMD vs. Kontrolle, p<0,05 für S1FG-R+AMD vs. Kontrolle, p=0,244 für S1FG+AMD vs. S1FG-
R+AMD; s.  Abb. 36:). 
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Abb. 35: Repräsentative Bilder zum Kapil larwachstum (Obere Reihe: AP-Färbung; Untere 
Reihe: PECAM-1-Färbung; Länge des Striches 50µm).  
 
Abb. 36: Durchschnittliches Verhältnis von Kapillaren zu Muskelfasern im rechten 
Unterschenkel. In beiden Behandlungsgruppen fanden sich signifikant bessere 
Werte als in der Kontrollgruppe, zwischen S1FG und S1FG-R bestand jedoch kein 
signifikanter Unterschied. (schwarze Querl inie: Kontrollwert; Daten als 
Mittelwert ± SEM; #: p<0.01 vs. Kontrolle; *: p<0.05 vs. Kontrolle)  
3.6.3 Kollateralenwachstum 
Das durch Transfektion von S1FG-R vor AMD3100-Applikation hervorgerufene Kollateralenwachstum 
war signifikant höher als in der Kontrollgruppe, jedoch geringer als nach Verwendung von nicht-
resistentem S1FG+AMD3100 (104,5 %d7 ±4,9 (Kontrolle) vs. 195,1 %d7 ±6,0 (S1FG+AMD) vs. 178,5 
%d7 ±5,1 (S1FG-R+AMD); p<0,01 für Kontrolle vs. S1FG+AMD und S1FG-R+AMD, p<0,05 für 
S1FG+AMD vs. S1FG-R+AMD; s. Abb. 37:) 
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Abb. 37: Kollateralenwachstum im ischämischen Hinterlauf.  In beiden Gruppen fanden sich 
signifikant stärkere Kollateralisierung als in der Kontrolle. Verwendung von S1FG-
R statt S1FG führte zu zwar signifikant, aber quantitativ eher gering reduziertem 
Kollateralenwachstum. (Schwarze Querl inie: Kontrollwert; Daten als Mittelwert ± 
SEM; #: p<0.01 vs. Kontrolle; *:p<0.05) 
Repräsentative Bilder der Angiografie zeigt Abb. 38:. 
 
Abb. 38: Exemplarische Angiografiebilder, obere Reihe jeweils Tag 7, untere Reihe Tag 35 
desselben Tieres.  
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3.6.4 Perfusion 
Bei der Messung der Perfusion mittels Cinedensitometrie zeigte sich wiederum kein signifikanter 
Unterschied zwischen der Verwendung von S1FG+AMD oder S1FG-R+AMD. Die Perfusion war jedoch 
in beiden Gruppen immer noch signifikant besser als in der Kontrollgruppe (102,1 %d7 ±10,4 
(Kontrolle) vs. 193,4 %d7 ±9,8 (S1FG+AMD) vs. 178,7 %d7 ±7,7 (S1FG-R+AMD); p<0,01 für Kontrolle 
vs. S1FG+AMD und S1FG-R+AMD; p=0,1 für S1FG+AMD vs. S1FG-R+AMD; s. Abb. 39:). 
 
Abb. 39: Durchblutung des ischämischen Hinterlaufes bei Versuchsende. Sowohl 
S1FG+AMD als auch S1FG-R+AMD  führten zu signifikant besserer Durchblutung 
als nach Kontrollbehandlung, zwischen den beiden Gruppen bestand jedoch kein 
Unterschied. (Schwarze Querlinie: Kontrollwert; Daten dargestellt  als Mittelwert 
± SEM; #: p<0.01 vs. Kontrolle).  
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4 Diskussion 
4.1 S1FG-vermittelte Adhäsion in vitro 
Unsere Hypothese, dass S1FG aufgrund des SDF-1-Kopfes weniger inflammatorische Zellen rekrutiert 
als vergleichbare, natürlich vorkommende Adhäsionsmoleküle, testeten wir mit Adhäsionsversuchen 
unter statischen Bedingungen. Da bei diesen Versuchen das Endothel nicht zusätzlich aktiviert wird, 
und die für das Rollen der Zellen notwendige Schubspannung(Ley et al., 2007) fehlt, wird eine recht 
artifizielle Situation geschaffen, in der große Teile der physiologischerweise vorkommenden 
Adhäsionskaskade keine große Rolle spielen. 
In Vorversuchen dieser Art konnten wir beobachten, dass an S1FG signifikant mehr Zellen adhärieren 
als an Fractalkine, SDF-1-GPI, oder löslichem SDF-1, wobei dieser Befund sowohl für embryonale 
eEPCs als auch für adulte THP-1-Zellen galt (Götz F. et al., unpublizierte Befunde). Hier konnten wir 
nun feststellen, dass die Anzahl an S1FG adhärierender PMNs signifikant unter der der an Fractalkine 
adhärierenden Zellen liegt. Dieser Befund unterstützt die therapeutische Tauglichkeit des Moleküls , 
da bekannt ist, dass die Rekrutierung von PMNs in Plaques eine bedeutende Rolle beim Progress der 
Atherosklerose spielt(Baetta et al., 2010). Beispielsweise sezernieren die rekrutierten PMNs Matrix-
degradierende Faktoren, die die fibröse Abdeckung stabiler Plaques ausdünnen und so dazu führen, 
dass die Wahrscheinlichkeit einer Plaqueruptur zunimmt(Drechsler et al., 2011).  
Um den genauen Wirkungsmechanismus des S1FG auch unter Schubspannung zu beobachten, 
führten wir Adhäsionsversuche in Flusskammern durch. Dabei wurden HUVECs in kommerziell 
verfügbaren Kammern mit S1FG oder GFP transfiziert, mit TNF-α stimuliert, und schließlich mit THP-
1-Zellen bei einer Schubspannung von 1 dyn/cm² superfundiert. Diese Art von Versuchen wird schon 
seit langem durchgeführt(Moore et al., 1995, Ostrovsky et al., 1998, Patel et al., 1995), und die 
Induktion von Selektinen und Integrinen auf HUVECs durch TNF-α ist ebenfalls gut 
untersucht(Daxecker et al., 2002, Mako et al., 2010). Die monozytären THP-1-Zellen sind ebenfalls als 
Modell geeignet, da sie CXCR4 exprimieren(Apostolakis et al., 2010, Gul et al., 2010, Konopka et al., 
2002), und Monozyten eine bedeutende Rolle in der Angiogenese und Arteriogenese spielen (s. Kap. 
4.6). Die recht geringe Schubspannung ist zwar eher in kleinen postkapillären Venulen zu finden, die 
jedoch für die Adhäsion zirkulierender Blutzellen der wahrscheinlichste Ort sind. Daher kann das 
Modell durchaus geeignet erscheinen, Adhäsionsvorgänge zu beobachten(Luscinskas et al., 1996). 
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Es zeigte sich, dass auf S1FG-transfizierten HUVECs im Vergleich zu Kontrollzellen signifikant mehr 
THP-1-Monozyten fest adhärierten, während die Anzahl rollender Zellen in beiden Gruppen in etwa 
gleich war (s. Kap. 3.2). Um festzustellen, ob S1FG direkt feste Adhäsion vermittelt, oder das Rollen 
so stark steigert, dass darüber mehr Zellen haften, wurde ein Antikörper gegen L-Selektin zugegeben, 
um das Selektin-vermittelte Rollen zu reduzieren(Luscinskas et al., 1996). Hierdurch wurde die Anzahl 
fest adhärierender Zellen auf S1FG-transfiziertem Endothel auf Kontrollniveau gesenkt (s. Kap. 3.2).  
Ebenso wurde durch Zugabe von AMD3100 zu den superfundierten Zellen spezifisch die SDF-1-
CXCR4-Interaktion im Adhäsionsprozess unterbrochen. Interessanterweise führte dies nicht zu einer 
wesentlichen Veränderung der Anzahl rollender oder fest haftender Zellen(s. Kap. 3.2). In einem 
nächsten Schritt wurde daher die Festigkeit der THP-1-Endothel-Interaktion überprüft, indem bereits 
adhärierende Zellen einer hohen Schubspannung ausgesetzt wurden, und die Anzahl der dadurch 
abgeschwemmten, bzw. der danach verbleibenden Zellen bestimmt wurde(Dillmann et al., 2009). 
Hier zeigte sich, dass auf S1FG-transfiziertem Endothel die Interaktion wesentlich widerstandsfähiger 
als auf untransfiziertem Endothel erscheint, ein Effekt, der durch spezifische Hemmung der SDF-1-
CXCR-4-Achse komplett aufgehoben wird (s. Kap. 3.2).   
Die S1FG-Wirkung kann also durch eine Unterbrechung des Rollens, welches eine Voraussetzung für 
Zellarrest ist(Ley et al., 2007), aufgehoben werden. Zusätzlich  führt eine Ausschaltung des SDF-1 
zwar zu einer qualitativen Änderung der Adhäsion, nicht jedoch zu einer quantitativen, was eine 
Beteiligung des SDF-1-Kopfes an der initialen THP-1-Endothel-Interaktion unwahrscheinlich 
erscheinen lässt. 
Ein funktionierendes Zellrollen mit adäquatem Abbremsen der zirkulierenden Zellen scheint also 
Vorrausetzung für die S1FG-vermittelte Adhäsion zu sein. Es kommt dann durch eine SDF-1-CXCR4-
Interaktion zu einer Festigung der Adhäsion, welche für eine Rekrutierung der Zellen ins Gewebe 
ebenfalls von großer Bedeutung ist (Ley et al., 2007). Eine denkbare Grundlage für diesen Effekt wäre 
beispielsweise eine Steigerung der Intergrinavidität durch CXCR4-Aktivierung(Peled et al., 1999). 
Unberücksichtigt bleibt in diesem Modell allerdings die Rolle der Thrombozyten, die in vivo in 
bedeutendem Maße an der Zellrekrutierung beteiligt sind(Langer et al., 2006, Massberg et al., 2006, 
Stellos et al., 2007). 
4.2 Das Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischämie 
Zur Untersuchung des funktionellen Effekts der Behandlung wurde das in unserer Arbeitsgruppe seit 
langem etablierte Kaninchenmodell der chronischen Hinterlaufischämie verwendet(Kupatt et al., 
2005, Pfosser et al., 2009, Pfosser et al., 2005).  
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Dabei wird ein Zustand der chronischen Ischämie dadurch erreicht, dass eine Femoralarterie exzidiert 
wird und sieben Tage später die Behandlung vorgenommen wird. Der Zustand der Ischämie kann als 
chronisch bezeichnet werden, da ohne therapeutische Intervention keine weitere Verbesserung der 
Kollateralisierung und Perfusion mehr erreicht wird (s. z.B. Kontrollwerte in Abb. 29:, Abb. 31:, Abb. 
32:). Weiterhin kann von einer Störung der Progenitorzellfunktion ausgegangen werden, da eine 
alleinige Steigerung der Zellrekrutierung mittels S1FG zu keiner signifikanten funktionellen 
Verbesserung führt(s. Abb. 32:, Abb. 34:). Störungen der Progenitorzellfunktion sind ebenfalls ein 
Kennzeichen chronischer Ischämie(Heeschen et al., 2004, Hill et al., 2003, Kissel et al., 2007, Vasa et 
al., 2001). 
Im Vergleich zum üblichen Mausmodell (Limbourg et al., 2009) bietet das hier verwendete Modell 
den Vorteil einer bedeutend stärkeren und chronischen Ischämie. Zusätzlich ist die lokale Applikation 
größerer Volumina therapeutischer Agenzien in den Hinterlauf sowie die Betrachtung des 
Kollateralenwachstums und der Hinterlaufperfusion allein aus technischen Gründen bedeutend 
einfacher. Nachteilig wirkt sich der höhere Zeit- und Materialaufwand aus, ebenso wie die im 
Vergleich zum Mausmodell schlechtere Beschreibung molekularer Abläufe und die schlechtere 
kommerzielle Verfügbarkeit entsprechender Antikörper. 
Zur Evaluierung der Angiogenese wurde die Kapillardichte im ischämischen Unterschenkel mittels 
PECAM-1-(Page et al., 1992) und AP-(Ziada et al., 1984)Färbung bestimmt. Das Kollateralenwachstum 
als Parameter der Arteriogenese wurde mittels der Anzahl der Kreuzungspunkte mit einem 
standardisierten Gitter bestimmt(Asahara et al., 1995). Die Änderung der Hinterlaufdurchblutung 
wurde sowohl mittels Cinedensitometrie(Gibson et al., 1996) als auch mittels fluoreszierender 
Mikrosphären gemessen. Letzteres Verfahren stellt hierbei den anerkannten Goldstandard dar(Raab 
et al., 1999), wobei wir allerdings eine sehr hohe Korrelation zwischen beiden Verfahren feststellen 
konnten (s. Abb. 31:, Abb. 32:, Abb. 33:, Abb. 34:, vgl. (Lebherz et al., 2003)). 
4.3 Funktioneller Effekt von S1FG und AMD3100 
Um eine therapeutische Steigerung der Durchblutung im Ischämiegebiet zu erzielen, wurde ein 
künstliches Progenitorzell-Adhäsionsmolekül mittels kationischer Lipide in den ischämischen 
Hinterlauf transfiziert. In Vorarbeiten konnten wir zeigen, dass diese regionale Vorbehandlung des 
Ischämiegebietes zu einer signifikanten Steigerung der Rekrutierung retroinfundierter muriner eEPCs 
und darüber zu einer signifikanten Steigerung der Angiogenese, der Arteriogenese und der Perfusion 
des Hinterlaufs führt (Stachel G, Götz F et al.; unpublizierte Befunde). Hier wurde nun überprüft, ob 
sich die aus immunologischen wie aus logistischen(Schachinger et al., 2006, Tateishi-Yuyama et al., 
2002) Gründen mit Schwierigkeiten behaftete Verwendung exogener Zellen durch eine Mobilisierung 
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knochenmarksständiger Progenitorzellen ersetzen lässt. Dabei wurde pulsatile AMD3100-Applikation 
als Stimulus zur Mobilisierung gewählt. 
Wir konnten zeigen, dass in Bezug auf Angiogenese (s. Abb. 26:) und Arteriogenese (s. Abb. 29:), 
sowie konsekutiv auch im Hinblick auf Perfusion der ischämischen Gliedmaße (s. Abb. 31:, Abb. 33:) 
die Kombination aus S1FG und AMD3100 sich als nicht-inferior zur Verwendung von S1FG und eEPC-
Retroinfusion erwiesen hat. Der durch beide Alternativen verursachte therapeutische Effekt war 
dabei bei Kollateralenwachstum und Perfusionssteigerung außerordentlich stark. Er übertraf auch 
frühere Ansätze therapeutischer Vaskulogenese, die in unserer Gruppe am gleichen Modell unter 
gleichen Bedingungen durchgeführt worden waren, wie Verwendung von Hsp90(Pfosser et al., 2005) 
oder Applikation von eEPCs ohne (Kupatt et al., 2005) oder mit Vorbehandlung(Pfosser et al., 2009). 
Interessanterweise erreichte in Bezug auf Kapillardichte die hier untersuchte Therapie zwar eine 
signifikante Steigerung gegenüber der Kontrolle, das bei Arteriogenese und Perfusion vorhandene 
Ausmaß der Verbesserung im Vergleich zu anderen Therapieregimes konnte hierbei jedoch nicht 
beobachtet werden. 
Nach alleiniger Applikation von S1FG waren keine signifikanten Effekte auf Angiogenese oder 
Arteriogenese festzustellen. In Bezug auf die Perfusion zeigten sich signifikante Unterschiede in der 
Cinedensitometrie, in der Goldstandard-Methode der Messung mittels Mikrosphären zeigten sich 
zwar ähnliche Tendenzen, eine Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht. Verwendung von AMD3100 
ohne Adhäsionsmolekül hingegen führte zu keiner Angiogeneseinduktion, jedoch zu einer Steigerung 
der Arteriogenese und der Perfusion, ein Ansatz, den auch andere Autoren verfolgten(Ohki et al., 
2005, Tan et al., 2009). Hintergrund ist vermutlich, dass insbesondere die durch AMD3100 verstärkt 
mobilisierten mononukleären und monozytären Zellen(Capoccia et al., 2006) die Arteriogenese 
befördern(Ito et al., 1997). Auch hier wurde konnte mittels Cinedensitometrie die Signifikanz des 
Perfusionsunterschieds nachgewiesen werden, in der Mikrosphärenmessung zeigten sich immerhin 
klare Tendenzen. Die  Vorbehandlung des Ischämiegebietes mit S1FG vor AMD-Applikation führte 
stets zu einer weiteren signifikanten Verbesserung der Effekte(s. Abb. 27:7, Abb. 30:, Abb. 32:, Abb. 
34:).  
In anderen Projekten unserer Arbeitsgruppe scheint sich dagegen zu zeigen, dass Arteriogenese im 
Oberschenkel des Hinterlaufs eine Folge der Angiogenese im eigentlich ischämischen Unterschenkel 
ist. So führt eine regionale Induktion der Angiogenese im Unterschenkel zu Arteriogenese im 
Oberschenkel, während umgekehrt eine Blockade der Angiogenese im Unterschenkel zum fast 
vollständigen Ausfall der Arteriogenese führte (Trenkwalder T, Hinkel R et al.; unpublizierte Befunde).  
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Eine Erklärung hierfür wäre, dass Angiogenese ein Faktor ist, der vorhanden sein muss um 
Arteriogenese anzustoßen, wobei auch ein zeitlicher Ablauf nachgewiesen wurde(Hershey et al., 
2001). Ab einer bestimmten Kapillardichte könnte jedoch auch das Wachstum größerer Gefäße 
proximal des eigentlichen Ischämiegebietes über andere Mechanismen, wie beispielsweise 
Monozytenrekrutierung(Ito et al., 1997), wobei eine überhaupt maximal mögliche Kapillardichte in 
einem Muskel denkbar wäre. Ein ähnlicher Wirkmechanismus wäre auch für das hier verwendete 
Konzept S1FG + AMD3100 denkbar. 
4.4 Mobilisierung von Progenitorzellen aus dem Knochenmark  
In unseren Versuchen wurde zur Mobilisierung der letztendlich therapeutisch wirksamen 
Progenitorzellen der CXCR4-Antagonist AMD3100 verwendet. Dabei wurde jeweils 1 mg AMD3100 an 
drei aufeinanderfolgenden Tagen beginnend 48 h nach S1FG-Transfektion des Hinterlaufs 
intraperitoneal appliziert. 
Unsere Überlegung war, dass aufgrund der kurzen Wirkdauer des Stoffes(Liles et al., 2003) und der 
pulsatilen Applikation es zu einer transienten CXCR4-Blockade kommt, die ausreichend für eine 
Mobilisierung der Zellen ist, ohne die –bei uns ebenfalls CXCR4-vermittelte- Rekrutierung der Zellen 
zu beeinträchtigen. Prinzipiell beeinträchtigt AMD3100 die CXCR4-vermittelte Funktionalität der 
Progenitorzellen nicht, es bestehen im Gegenteil sogar Hinweise, dass AMD3100-vermittelte 
Mobilisierung sogar zu einer verbesserten Migration entlang eines SDF-1-Gradienten 
führt(Broxmeyer et al., 2005). Eine andere Studie in einem Mausmodell der akuten 
Hinterlaufischämie konnte jedoch keine funktionellen Unterschiede zwischen der Applikation 
exogener Monozyten, die mit AMD3100 und G-CSF mobilisiert worden waren,  und solchen, die nicht 
mobilisiert worden waren, erkennen(Capoccia et al., 2006). Bei kontinuierlicher Gabe kommt es 
jedoch zur kompletten Blockade der SDF-1-CXCR4-Achse und einer Aufhebung des angiogenetischen 
Effekt bis hin zur Verschlechterung der Angiogenese gegenüber der Kontrollgruppe(Jin et al., 2006, 
Tan et al., 2009). Die Verwendung einer relativ niedrigen Dosis (3x 0,4 mg/kg KG) in unseren 
Versuchen diente ebenfalls der Vermeidung einer komplette Blockade, wie sie andere Autoren auch 
bei pulsatiler Gabe ab einer bestimmten Dosierung beschrieben(Voloshin et al., 2011). Zur 
Verwendung von AMD3100 in chronischer Ischämie oder im Kaninchenmodell wurden bisher keine 
Daten veröffentlicht.  
Obwohl AMD3100 klinisch bereits relativ regelmäßig in der Vorbereitung zur autologen 
Stammzelltransplantation(Brave et al., 2010) im Rahmen aggressiver zytostatischer 
Behandlungsschemata verwendet wird, und eine Mobilisierung CD34+-Zellen auch im Menschen gut 
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belegt ist(Lemery et al., 2011, Liles et al., 2003, Macfarland et al., 2010), wurde der Effekt in 
chronischer oder akuter Ischämie in klinischen Studien bisher nicht untersucht. 
Die Verwendung von G-CSF(Capoccia et al., 2006) oder GM-CSF(Takahashi et al., 1999) erbrachte 
zwar im Tiermodell ebenfalls vielversprechende Ergebnisse, bei ersten klinischen Studien bot sich 
jedoch ein bestenfalls uneinheitliches Bild. Es wurde erfolglos versucht, chronische myokardiale 
Ischämie (Hill et al., 2005) zu therapieren. Bei akuter myokardialer Ischämie zeigten sich teilweise 
keine(Ripa et al., 2006), teilweise nicht signifikante(Kuethe et al., 2005) und nur selten positive 
Ergebnisse(Ince, Petzsch, Kleine, Eckard, et al., 2005, Ince, Petzsch, Kleine, Schmidt, et al., 2005). Eine 
mögliche Ursache für die Unterschiede könnte das genaue Timing der Therapie sein (s. auch (Ripa et 
al., 2006)), da Anhaltspunkte für einen eng regulierten zeitlichen Ablauf der Rekrutierung von 
Progenitorzellen bestehen (Nahrendorf et al., 2007). In der Therapie der chronischen peripheren 
Ischämie erbrachte GM-CSF ebenso keine Erfolge(Van Royen et al., 2005). Allerdings wurde im 
Tiermodell ein synergistischer Effekt zwischen AMD3100 und G-CSF beobachtet (Capoccia et al., 
2006). 
Wir entschieden uns für AMD3100 aufgrund der eher zwiespältigen klinischen Ergebnisse anderer 
mobilisierender Agenzien. G-CSF könnte trotz effektiver Mobilisierung von CD34+-Zellen zu einer 
Inaktivierung des CXCR4 in diesen Zellen führen (Levesque et al., 2003), und damit unsere 
Therapiestrategie konterkarieren. Ebenso scheint G-CSF die CXCR4-Expression auf mobilisierten 
Zellen zu verringern(Eash et al., 2010). Demgegenüber stehen allerdings gute funktionelle Ergebnisse 
in myokardialer Ischämie bei G-CSF-Mobilisierung gemeinsam mit DPP-IV-Inhibition(Zaruba et al., 
2009). Ebenso gab es Anhalt für eine verstärkte inflammatorische Antwort in akuter myokardialer 
Ischämie durch Verwendung von GM-CSF(Naito et al., 2008). Dieser Effekt könnte sowohl durch 
Mobilisierung von Zellen als auch durch direkte Effekte des GM-CSF auf monozytäre Zellen zustande 
kommen(Swirski et al., 2009).  
Neuere Ansätze umfassen die Verwendung einer SDF-1β-Mutante(Tan et al., 2009) als CXCR4-
Antagonisten sowie eines Pepducins mit CXCR4-agonistischer Aktivität(Tchernychev et al., 2010). Bei 
ersterem konnte bereits ein funktioneller Effekt in einem Mausmodell der akuten Hinterlaufischämie 
festgestellt werden, während bei letzterem nur die mobilisierten Zellpopulationen untersucht 
wurden.   
4.5 Das künstliche Adhäsionsmolekül SDF-1-Fractalkine-GPI 
Zur Steigerung der Rekrutierung der vaskulären Progenitorzellen wurde das Endothel des 
Ischämiegebietes lokal mit dem künstlichen Adhäsionsmolekül SDF-1-Fractalkine-GPI transfiziert. Die 
Transfektion wurde durch Retroinfusion eines an ein kationisches Lipid gekoppelten Plasmids 
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erreicht. Alleinige S1FG-Transfektion führte dabei nicht zu signifikanten funktionellen Effekten (s. 
Kap. 4.3). 
Mittels Immunfluoreszenz konnten wir S1FG im Kapillarendothel nachweisen (s. Abb. 21:; s. Kap. 
3.3).  In früheren Arbeiten konnten wir bereits zeigen, dass die Retroinfusion von venöser Seite her 
effektiv ist(Lebherz et al., 2003). Interessanterweise konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die 
embryonale Entwicklung der Koronararterien ebenfalls vom Sinus venosus ausgeht(Red-Horse et al., 
2010). Die mangelnde Spezifität der hier verwendeten kationischen Lipide für Endothelzellen dürfte 
allerdings zu Streuverlusten führen. Eine Alternative dazu könnte die Verwendung von weitgehend 
endothelspezifischer AAV-Subtypen sein(Zincarelli et al., 2008), oder eine Kopplung an endotheliale 
Antigene, wie bereits für die Lungengefäße beschrieben(Reynolds et al., 2001). Weiterhin besteht die 
Möglichkeit modifizierter AAVs mit endothelialem Tropismus(Varadi et al., 2011). Ebenso wäre es 
denkbar, statt einem Gentransfer eine gewisse Dosis an S1FG-Protein in das Endothel zu bringen, 
wobei hier in der klinischen Anwendung die Möglichkeit anaphylaktischer Reaktionen zu beachten 
wäre. Generell wäre eine strikt regionale Applikation durch Abflussblock einerseits und eine 
Absaugung des restlichen Trägermediums andererseits notwendig, was man im Großtiermodell auf 
Praktikabilität überprüfen müsste. 
Eine gezielte Transfektion des Adhäsionsmoleküls in die ischämische Region ist allerdings unbedingt 
notwendig: Da auch beim Wachstum solider Tumoren Angiogenese von zentraler Bedeutung 
ist(Folkins et al., 2009), und die Rekrutierung endothelialer Progenitorzellen eine bedeutende Rolle 
zu spielen scheint(Ding et al., 2008, Le Bourhis et al., 2010), muss die Rekrutierung der Zellen aus 
Sicherheitsgründen nach Möglichkeit auf das chronisch-ischämische Gebiet begrenzt werden. Im 
klinischen Setting könnte man malignes Wachstum als Kontraindikation für unseren Therapieansatz 
ansehen, um eine Verschlimmerung durch Rekrutierung von Progenitorzellen zu vermeiden(Voloshin 
et al., 2011). 
Interessanterweise gibt es auf der anderen Seite Hinweise, dass die Induktion des Wachstums 
funktioneller Gefäße im Primärtumor Metastasierung und infiltratives Wachstum verringern 
kann(Mazzone et al., 2009). 
Ein Problem, was sich auch durch regional begrenzte Transfektion nicht lösen lässt, wäre die S1FG-
vermittelte Rekrutierung CXCR4-positiver inflammatorischer Zellen wie PMNs(Eash et al., 2010, Eash 
et al., 2009) oder proinflammatorischer Monozyten (Bernhagen et al., 2007, Sanchez-Martin et al., 
2011) in atherosklerotische Plaques. Atherosklerose dürfte in praktisch allen Patienten, die von 
unserer Therapiestrategie profitieren könnten, ein relevantes Problem sein. Die Rekrutierung 
inflammatorischer Zellen in atherosklerotische Plaques könnte jedoch die Wahrscheinlichkeit von 
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Plaquerupturen(Baetta et al., 2010, Moore et al., 2011, Virmani et al., 2002) und damit 
Wahrscheinlichkeit akuter thrombembolischer Komplikationen(Böcker et al., 2004, Virmani et al., 
2002) erhöhen. Hier könnte allerdings die zeitlich eng begrenzte Expression bei Transfektion des 
Adhäsionsmoleküls mittels kationischer Lipide von Vorteil sein, und die proatherosklerotische 
Wirkung im Vergleich zu dauerhafteren Vektoren wie den AAVs begrenzen. Weiterhin zeigte S1FG in 
vitro eine im Vergleich zu alternativen Rekrutierungsmolekülen deutlich herabgesetzte Rekrutierung 
proinflammatorischer Zellen bei gleicher oder besserer Rekrutierung von eEPCs (s. Kap. 3.1, s. Abb. 
13:). 
Dass die SDF-1-CXCR4-Achse bei ischämischen Geschehen eine bedeutende Rolle spielt, ist schon seit 
längerem bekannt(Askari et al., 2003). Der Aufbau eines Gradienten zum ischämischen Areal hin und 
eine verstärkte Expression von SDF-1 in den ischämischen Myozyten scheinen zentral für die 
Progenitorzell-vermittelte Revaskularisierung zu sein(Aiuti et al., 1997, Ceradini et al., 2004, Hiasa et 
al., 2004). SDF-1 wird dabei durch DPP-IV(Christopherson et al., 2002), MMP-2 und MMP-
9(Mcquibban et al., 2001) abgebaut, wobei letztere insbesondere in ischämischem Gewebe 
hochreguliert sind(Muhs et al., 2003). Durch Hemmung des SDF-1-Abbaus konnte ein besseres 
funktionelles Ergebnis nach myokardialer Ischämie erreicht werden (Zaruba et al., 2009), was auch 
bereits in einer klinische Studie überprüft wird(Theiss et al., 2010). Demgegenüber wäre eine 
systemische Hemmung von MMP-2 und MMP-9 kontraproduktiv, da Matrixmetalloproteinasen eine 
zentrale Rolle in der Degradation der extrazellulären Matrix beim Gefäßwachstum spielen(Huang et 
al., 2009). Eine Alternative zur systemischen DPP-IV-Hemmung ist die lokale Applikation einer 
retardierten SDF-1-Mutante, die resistent gegen DPP-IV und MMP-2 ist(Segers et al., 2011). In dieser 
Studie konnten die Autoren durch das mutierte SDF-1, was als SSDF-1(S4V) bezeichnet wurde, 
signifikant bessere Durchblutung bei Hinterlaufischämie im Mausmodell erreichen. 
Wir überprüften mittels der Verwendung des S1FG-R, bei dem der SDF-1-Kopf durch die S4V-SSDF-1-
Mutante ersetzt worden war, ob diese Reduktion der S1FG-Spaltung eine Auswirkung auf den 
funktionellen Effekt unserer Therapie hat. Bei Angiogenese und Perfusion bestand jedoch kein 
signifikanter Unterschied zwischen beiden Molekülen(s. Kap. 3.6; Abb. 36: u. Abb. 39:), bei der 
Kollateralisierung war das resistente Molekül sogar zwar geringfügig, aber dennoch signifikant 
schlechter(s. Abb. 37:), was teilweise im Widerspruch zu den Erfolgen einer DPP-IV-Inhibition(Theiss 
et al., 2010, Zaruba et al., 2009) steht.  Eine mögliche Erklärung wäre, dass der bisher postulierte 
Wirkungsmechanismus der DPP-IV-Inhibition über verstärkte Bereitstellung des SDF-1 im 
Ischämiegebiet wenig bedeutsam ist, was sich aber schlecht mit den therapeutischen Erfolgen einer 
lokalen SDF-1-Gentherapie(Hiasa et al., 2004) vereinbaren ließe. Ebenso wäre denkbar, dass DPP-IV 
und MMP-2 das auf der luminalen Endothelzellmembran fixierte S1FG aus sterischen Gründen nicht 
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spalten. Eine andere Erklärung wäre eine schnellere oder quantitativ wesentlich bedeutsamere 
Spaltung über andere Mechanismen, beispielsweise die ADAM17-vermittelte Spaltung des 
Fractalkine(Garton et al., 2001). In diesem Fall wäre der Effekt der Verwendung eines ADAM17-
resistenten Mucin-Rückgrats interessant. 
4.6 Offene Fragen 
Noch zu überprüfen bleibt die Bedeutung des „endogen“ aus Muskeln und Endothel(De Falco et al., 
2004) sezernierten SDF-1, welches sich zum Teil in der Glykokalix des Endothels einlagert und dort 
indirekt die Rekrutierung von Progenitorzellen fördert(Handel et al., 2005, Peled et al., 1999, Weber 
et al., 2006). Zum Anderen bildet sich auch ein SDF-1-Gradient zum Ischämiegebiet hin(Ceradini et 
al., 2004, De Falco et al., 2004), welcher zur Mobilisierung(Jin et al., 2006) und Chemotaxis(Aiuti et 
al., 1997, Askari et al., 2003) von Progenitorzellen benötigt wird. Interessant wäre in diesem 
Zusammenhang die Untersuchung, ob ein Synergismus zwischen S1FG-Transfektion, AMD3100-
vermittelter Mobilisierung und systemischer DPP-IV-Inhibition besteht. 
Ebenfalls offen bleibt die Frage, welche Zellen genau durch S1FG rekrutiert werden und auf welche 
Weise der funktionelle Effekt verursacht wird. Die postulierten endothelialen Progenitorzellen stellen 
eine unscharf definierte Population dar, in einem Review(Timmermans et al., 2009) werden über 20 
unterschiedliche Immunphänotypen aufgeführt. Die zunächst in vitro(Asahara et al., 1997, 
Hatzopoulos et al., 1998) und in vivo(Asahara et al., 1999, Kawamoto et al., 2001, Shi et al., 1998) 
bestehenden Hinweise, dass diese aus dem Knochenmark stammenden Zellen sich zu Endothelzellen 
der neugebildeten Gefäße differenzieren, ließen sich allerdings vielfach nicht bestätigen(Grunewald 
et al., 2006, Purhonen et al., 2008, Rajantie et al., 2004, Timmermans et al., 2009, Ziegelhoeffer et 
al., 2004). Dabei ist allerdings wohl die relative Seltenheit und die unklare Definition der 
zirkulierenden endothelialen Progenitorzelle in Betracht zu ziehen(Timmermans et al., 2009), sowie 
die Veränderungen, die Zellen während der Kultur durchlaufen(Urbich et al., 2003). Von den Autoren 
wird die Position vertreten, dass Zellen aus dem Knochenmark in das Ischämiegebiet rekrutiert 
werden, und dort parakrin die Angiogenese und Arteriogenese regulieren. Endothelwachstum findet 
diesen Autoren nach ausschließlich über die bereits ortsständigen Endothelzellen statt. Es besteht 
dabei generell Konsens, dass mehrere Zelltypen am Prozess der postnatalen Vaskulogenese 
teilhaben, von denen einige sich nur im direkten Umfeld des Gefäßes befinden(Timmermans et al., 
2009). 
Eine andere Möglichkeit ist die Rekrutierung monozytärer Zellen durch S1FG. Monozyten werden im 
Allgemeinen proinflammatorische Eigenschaften zugeschrieben werden(Welsch, 2005), womit eine 
gesteigerte Rekrutierung zunächst nicht wünschenswert erscheint, insbesondere nicht in chronisch 
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geschädigte Gefäße(Moore et al., 2011, Swirski et al., 2009). Arteriogenetische und angiogenetische 
Eigenschaften von Monozyten sind jedoch schon seit langem beschrieben(Arras et al., 1998, Ito et al., 
1997). Ebenso wurde die Entwicklung eines endothelialen Phänotyps zumindest in vitro 
beobachtet(Schmeisser et al., 2001). In neuerer Zeit konnten im Mausmodell die Ly6Chi-CX3CR1lo-
Monozyten von den Ly6Clo-CX3CR1hi-Monozyten unterschieden werden(Geissmann et al., 2003, 
Palframan et al., 2001). In einem Mausmodell des akuten Myokardinfarkts wurde beobachtet, dass in 
den ersten Tagen nach dem Ereignis Ly6Chi-Zellen mit eher inflammatorischen Eigenschaften 
dominieren, während später Ly6Clo-Zellen in das geschädigte Gebiet rekrutiert werden und 
Muskelregeneration sowie Angiogenese fördern(Nahrendorf et al., 2007). In einem Mausmodell des 
nichtischämischen Muskelschadens wurde ein ähnlicher Vorgang beobachtet, wobei hier gezeigt 
wurde, dass die Ly6Clo-Zellen aus den Ly6Chi-Zellen entstehen. Die Angiogenese wurde in dieser 
Arbeit allerdings nicht untersucht(Arnold et al., 2007). Ebenso gibt es Hinweise, dass Ly6Chi-
Monozyten zu Orten migrieren, an denen Angiogenese vonstatten geht, dort zu Ly6Clo-Monozyten 
werden, und die Angiogenese über parakrine Mechanismen koordinieren(Yona et al., 2010). 
Eine andere bedeutsame Subpopulation könnten tie-2+-Monozyten sein, die in Tumore rekrutiert 
werden und über parakrine Mechanismen die Angiogenese steuern(De Palma et al., 2005). Obwohl 
deren Bedeutung in der Tumorangiogenese sicher scheint(De Palma et al., 2005, Ribatti, 2009), und 
eine Relevanz in der physiologischen Vaskulogenese postuliert wurde(Pucci et al., 2009), konnte eine 
entsprechende Beteiligung noch nicht nachgewiesen werden. 
Eine Rekrutierung von Monozytensubpopulationen, die über parakrine Effekte die Gefäßbildung 
regulieren, erscheint also wahrscheinlich. Monozyten exprimieren CXCR4(Bernhagen et al., 2007), 
und bei Behandlung mit S1FG+AMD3100 fanden sich signifikant mehr Monozyten im Ischämiegebiet 
als in der Kontrollgruppe(s. Abb. 23:, Kap. 3.4). Eine weitere Differenzierung der Antigenexpression 
wurde nicht unternommen, da die einzelnen Subpopulationen bereits zwischen Maus und Mensch 
stark differieren, und für das Kaninchenmodell nicht beschrieben sind.  
Zusätzlich dazu konnte Jin et al. in der Hinterlaufischämie im Mausmodell die Existenz 
nichtendothelialer VEGFR1+-CXCR4+-„Hämangiozyten“ nachweisen, die SDF-1-vermittelt in das 
ischämische Gebiet einwandern und dort zum Kapillarwachstum und zur Steigerung der Perfusion 
beitragen(Jin et al., 2006). 
Es ist gut denkbar, das S1FG zur Rekrutierung mehrerer funktionell unterschiedlicher 
Zellpopulationen beiträgt. Dabei könnten unterschiedliche Populationen Angiogenese auf der einen 
und Arteriogenese auf der anderen Seite vermitteln, was die funktionellen Ergebnisse(s. Kap. 4.3) 
ohne die Notwendigkeit eines „Backward Signalling“ erklären würde. 
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Nicht Teil dieser Arbeit war die Rolle der Thrombozyten in der Rekrutierung von vaskulären 
Progenitorzellen. Thrombozyten adhärieren an freiliegenden subendothelialen Strukturen(Kavanagh 
et al., 2011), aber auch an aktiviertem Endothel(Rafii et al., 2008), und exprimieren den CXCR4-
Rezeptor(Panicot-Dubois et al., 2007). Es wurde gezeigt, das aus Thrombozyten sezerniertes SDF-1 
bedeutend für die Rekrutierung hämatopoetischer Stammzellen in Ischämiegebiete ist(Stellos et al., 
2007), und dass SDF-1-vermittelte Aktivierung der Thrombozyten selbst die durch sie vermittelte 
Rekrutierung hämatopoetischer Progenitorzellen steigert(Zernecke et al., 2005). Daher wäre es 
denkbar, dass eine verstärkte Rekrutierung oder Aktivierung von Thrombozyten durch S1FG für den 
beobachteten funktionellen Effekt eine Rolle spielt.    
4.7 Ausblick und klinische Perspektive 
Wir konnten zeigen, dass die Kombination von gesteigerter Rekrutierung durch ein künstliches 
Adhäsionsmolekül und gesteigerter Mobilisierung von Progenitorzellen in das periphere Blut im 
Tiermodell einen starken funktionellen Effekt hervorruft. Nichtsdestotrotz sollte die Methode im 
Hinblick auf eine klinische Anwendung noch in anderen Modellen überprüft werden: Aufgrund der 
häufigen Komorbiditäten des angepeilten Patientengutes sollte noch untersucht werden, wie sicher 
und effektiv die Methode bei den unterschiedlichen Schweregraden endothelialer Dysfunktion bis 
hin zur schweren Atherosklerose ist. Zum einen könnte man ein Kaninchenmodell mit 
entsprechender Fütterung wählen(Yanni et al., 2003). Außerdem böte sich das ApoE-/--
Mausmodell(Plump et al., 1992, Zhang et al., 1992) oder das LDL-Rezeptor-KO-Mausmodell(Veniant 
et al., 1998) an. 
Wichtig wäre auch, zu evaluieren ob bei einem gleichzeitigen malignen Prozess dessen Wachstum 
unverhältnismäßig gesteigert werden würde. 
Ein weiteres zentrales Problem wäre die adäquate Applikation des Adhäsionsmoleküls. In der 
Tumortherapie existieren vielversprechende Ansätze, bei humanen Zellen in vivo passager eine 
Genexpression zu erreichen(Chen et al., 2011, Huang et al., 2011). Weiterhin existieren Versuche zur 
rezeptorgesteuerten Transfektion humaner Zellen(Gopal et al., 2011). Alternativ käme die Isolation 
und Applikation des Moleküls als Protein infrage, wobei zum einen die Gefahr einer anaphylaktischen 
Reaktion besteht, und zum anderen eine gezielte Transfektion der Endothelzellen nicht sichergestellt 
werden kann. Es wäre denkbar, dass sich eine größere Menge des Proteins in die Zellmembran von 
Erythrozyten einlagert. 
Eine weitere Einsatzmöglichkeit der Methode könnte neben der chronischen peripheren Ischämie 
auch die chronische myokardiale Ischämie sein, die in Ätiologie und Pathogenese zahlreiche 
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Ähnlichkeiten zur chronischen peripheren Ischämie aufweist, in der Konsequenz jedoch zur 
ischämischen Kardiomyopathie mit ernster Prognose führt(Libby et al., 2011).   
Ein weiteres Einsatzgebiet neben der Therapie der chronischen Ischämie könnte auch der Versuch 
einer Verbesserung der Langzeitprognose nach akuter Ischämie sein, mittels eines Protokolls ähnlich 
dem der Zelltherapie nach akutem Infarkt(Mills et al., 2007, Schachinger et al., 2006). 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass unser Konzept einen vielversprechenden Therapieansatz 
darstellt, zu dessen klinischer Anwendung allerdings noch etliche weitere Untersuchungen 
notwendig sind. 
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5 Zusammenfassung 
Chronische Extremitätenischämien stellen eine sowohl subjektiv belastende als auch 
volkswirtschaftlich bedeutende Krankheitsentität dar. Dabei können etliche Patienten mit den zur 
Verfügung stehenden konventionellen Verfahren nicht befriedigend therapiert werden. Neuere 
Konzepte zur Zelltherapie der chronischen Therapie führten in der klinischen Erprobung dabei zu 
eher ausbaufähigen Resultaten. Unsere Gruppe konnte in Vorarbeiten zeigen, dass die exogene 
Applikation embryonaler Endothelprogenitorzellen (eEPCs) im Tiermodell zu einem deutlichen Effet 
auf die chronische Ischämie führt. Um diesen Effekt weiter zu steigern, wurde ein künstliches 
Fusionsmolekül aus dem Chemokin SDF-1 als Kopf, der Mucindomäne des Fractalkine als Rückgrat 
und einem GPI-Teil zur Verankerung im Endothel (SDF-Fractalkine-GPI oder S1FG) kloniert. Wir 
konnten ebenfalls in Vorarbeiten zeigen, dass dieses S1FG eEPCs in vitro und in vivo rekrutiert, und 
dass eine Vortransfektion des Endothels des Ischämiegebietes vor Applikation der eEPCs zu einer 
Steigerung des funktionellen Effekts führt. 
Wir stellten die Hypothese auf, dass ein Ersatz der exogenen Applikation der eEPCs durch eine 
Mobilisierung endogener vaskulärer Progenitorzellen ebenfalls zu einem guten funktionellen Effekt 
führt. Weiterhin sollte der genaue Rekrutierungsmechanismus des S1FG untersucht werden. 
Zur Untersuchung des funktionellen Effekts wurde wie in den Vorarbeiten ein Kaninchenmodell der 
chronischen Hinterlaufischämie gewählt, bei dem an Tag 0 die rechte Femoralarterie entfernt wurde. 
Nach Entwicklung eines chronischen Zustandes wurde am Tag 7 eine Angiographie beider 
Femoralisstromgebiete durchgeführt und entweder S1FG oder eGFP liposomal per Retroinfusion 
transfiziert. An den Tagen 9, 10 und 11 wurde jeweils 1 mg des kurzwirksamen CXCR4-Antagonisten 
AMD3100 oder 1 ml NaCl intraperitoneal injiziert. An Tag 35 wurde eine erneute Angiographie 
durchgeführt, das Tier getötet und die Hinterlaufmuskulatur entnommen. Die Angiogenese wurde 
über die mittels PECAM-1-Färbung bestimmte Kapillardichte gemessen, die Arteriogenese über die 
Mengenzunahme der in der Angiografie sichtbaren Kollateralen. Zur Messung der Perfusion wurden 
die Flussgeschwindigkeit in der Angiographie sowie fluoreszierende Mikrosphären verwendet. Um 
das Rekrutierungsprofil des S1FG in vitro zu eruieren, wurden statische Adhäsionsversuche mit PMNs 
auf transfizierten HMECs sowie Adhäsionsversuche in Flusskammern von THP-1-Zellen auf 
transfizierten HUVECs verwendet. 
Es zeigte sich, dass signifikant weniger PMNs auf S1FG-transfiziertem Endothel adhärieren, als auf 
Fractalkine-transfizierten HMECs, während die eEPC-Adhäsion signifikant besser war. Bei den 
Versuchen unter Schubspannung ergab sich durch S1FG-Transfektion keine signifikante Änderung der 
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Anzahl rollender Zellen, während die Anzahl fest haftender Zellen signifikant höher war. Durch 
Zugabe eines L-Selektin-Antikörpers zu den THP-1-Zellen vor Superfusion konnte die Anzahl fest 
haftender Zellen wieder auf Kontrollniveau reduziert werden, während die Anzahl rollender Zellen 
leicht reduziert wurde. Zugabe von AMD3100 führte dort nicht zu einer signifikanten Änderung der 
Anzahl adhärierender Zellen, jedoch wurde durch AMD3100 die Stärke der Interaktion, gemessen als 
Anzahl nach Applikation hoher Flüsse noch adhärierender Zellen, wieder auf Kontrollniveau 
reduziert. Ein über andere Adhäsionsmoleüle vermitteltes Zellrollen ist also vermutlich eine 
Voraussetzung für eine adäquate S1FG-Funktion. Dabei würde es über SDF-1-CXCR4-Interaktion zu 
einer Erhöhung der Festigkeit der Bindung kommen. In Bezug auf den funktionellen Effekt im 
Tiermodell führte Verwendung von S1FG und AMD3100 zu einer signifikanten Steigerung von 
Kapillardichte, Kollateralenwachstum und Perfusion gegenüber der Kontrolle. Die Werte lagen dabei 
im selben Bereich wie durch Verwendung von S1FG und eEPCs erzielte Ergebnisse. Transfektion von 
S1FG ohne weitere Behandlung führte nicht zu einer signifikanten Änderung eines Parameters zur 
Kontrolle, während die Verwendung von AMD3100 zu moderaten Steigerungen bei Kapillardichte, 
und Kollateralenwachstum führte. Die Werte waren jedoch immer noch signifikant geringer als die 
nach Kombination von S1FG und AMD3100 erreichten Werte. Verwendung einer 
proteaseresistenten, funktionell jedoch aktiven Mutante für das SDF-1 im S1FG-Molekül führte nicht 
zu signifikanten Änderungen bei funktionellen Parametern, bis auf eine zwar signifikante, quantitativ 
jedoch geringe Verringerung des Kollateralwachstums.  
Zusammenfassend kann man sagen, dass die lokale Applikation eines künstlichen Adhäsionsmoleküls 
gemeinsam mit einer Mobilisierung knochenmarksständiger endothelialer oder vaskulärer 
Progenitorzellen zu einem deutlichen funktionellen Effekt führt, der den der Zellmobilisierung ohne 
Adhäsionssteigerung übertrifft. Dennoch birgt der Ansatz einige Risiken, wie die versehentliche 
Förderung von Tumorangiogenese oder die Beschleunigung des Wachstums atherosklerotischer 
Plaques. Zusätzlich bleibt unklar, welche Zellen genau durch das Adhäsionsmolekül rekrutiert 
werden, und ob es sich überhaupt um eine homogene Zellpopulation handelt. Weiterhin bleibt zu 
überprüfen, in welcher Weise die Wirksamkeit der Therapie durch chronische Defekte der 
Progenitorzellmobilisierung und  -funktion, wie sie beispielsweise bei Diabetes oder Nikotinabusus 
auftreten, beeinträchtigt wird, und ob gegebenenfalls Optimierungsmöglichkeiten in Bezug auf das 
Mobilisierungsregime, den Aufbau des Adhäsionsmoleküls oder die Applikationsart bestehen. 
Nichtsdestotrotz stellt diese Methode einen vielversprechenden neuen Ansatz zur Verbesserung der 
bisher eher zwiespältigen Ergebnisse der Zelltherapie dar. 
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6 Abkürzungsverzeichnis 
AAV Adeno-assoziiertes Virus 
AD M. adductor magnus 
ADAM17 A Disintegrin And Metalloproteinase 17 
α-NAE α-Naphtylacetatesterase 
AP Alkalische Phosphatase 
ApoE Apolipoprotein E 
CD Cluster of Differentiation 
CMV Cytomegalievirus 
d Tag 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DNA Desoxyribonucleic Acid 
DPP-IV Dipeptidylpeptidase IV 
d7 Versuchstag 7 
d35 Versuchstag 35 
E. Escherichia 
eEPC Embryonic Endothelial Progenitor Cell 
EPC Endothelial Progenitor Cell 
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting 
FBS Fetales Bovines Serum 
Fib M. fibularis 
FGF-2 Fibroblast Growth Factor 2 
g Vielfaches der Erdbeschleunigung 
GC M. Gastrocnemius 
G-CSF Granulocyte Colony Stimulating Factor 
GFP Green Fluorescent Protein 
GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor 
h Stunde 
HIV Humanes Immundefizienzvirus 
HMVECs Human Microvascular Endothelial Cells 
HUVECs Human Umbilical Vein Endothelial Cells 
hpf high power field, Starke Mikroskopvergrößerung 
HSPCs Hematopoetic Stem/ Progenitor Cells 
ICAM-1 Intercellular Adhesion Molecule 1 
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IL-1β Interleukin 1β 
iNOS Induzible Stickstoffmonoxidsynthase 
ITR Inverted Terminal Repeat 
KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 
kg KG Kilogramm Körpergewicht 
K/Mf Kapillaren pro Muskelfaser 
LB-Medium Luria-Bertani-Medium 
LFA-1 Lymphocyte Function-associated Antigen 1 
lg Dekadischer Logarithmus 
li Links 
lpf low power field, Schwache Vergrößerung 
L-Sel-AB L-Selektin-Antikörper 
M mol/l 
MCP-1 Monocyte Chemotactic Protein 1 
MHC-I Major Histocompatibility Complex 1 
min Minute 
MMP Matrix-Metalloproteinase 
MSC Mesenchymal Stem Cell 
M. tibialis ant. M. tibialis anterior 
nm Nanometer 
NO Stickstoffmonoxid 
paVK Periphere arterielle Verschlusskrankheit 
PCR Polymerase Chain Reaction 
PECAM-1 Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule - 1 
PEI Polyethylinin 
PMN Polymorphonuclear cell 
PTH Parathormon 
PVK Peripherer Venenkatheter 
RBF Regionaler Blutfluss 
re Rechts 
rpm rotations per minute 
RT-PCR Real Time PCR 
SDF-1 Stromal Derived Factor 1 
SEM Standard Error of Mean, Standardfehler 
SMCs Smooth Muscle Cells 
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S1FG SDF-1-Fractalkine-GPI Fusionsmolekül 
S1FG-GFP S1FG-Fusionsmolekül konjugiert mit GFP 
S1FG-R Peptidase-resistente S1FG-Mutante 
TA M. tibialis anterior 
THP-1 Tamm-Horsefall-Protein-1, eine monozytäre Zelllinie 
TIVA Total-intravenöse Anästhesie 
TNF-α Tumor Necrosis Factor α 
U/min Umdrehungen pro Minute 
VCAM-1 Vascular Cell Adhesion Molecule 1 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
VLA-4 Very Late Antigen 4 
VM M. vastus medialis 
vWF von Willebrand-Faktor 
WBX Walter-Brendel-Zentrum für exp. Medizin 
wt Wildtyp 
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10 Anhang 
10.1 Sequenz des SDF-1-Fractalkine-GPI-Konstrukts 
ATGaacgccaaggtcgtggtcgtgctggtcctcgtgctgaccgcgctctgcctcagcgacgggaagcc
cgtcagcctgagctacagatgcccatgccgattcttcgaaagccatgttgccagagccaacgtcaagc
atctcaaaattctcaacactccaaactgtgcccttcagattgtagcccggctgaagaacaacaacaga
caagtgtgcattgacccgaagctaaagtggattcaggagtacctgggaaagctttaaacaag 
TCTAGAggcggcaccttcgagaagcagatcggcgaggtgaagcccaggaccacccctgccgccggggg
aatggacgagtctgtggtcctggagcccgaagccacaggcgaaagcagtagcctggagccgactcctt
cttcccaggaagcacagagggccctggggacctccccagagctgccgacgggtgtgactggttcctca
gggaccaggctccccccgacgccaaaggctcaggatggagggcctgtgggcacggagcttttccgagt
gcctcccgtctccactgccgccacgtggcagagttctgctccccaccaacctgggcccagcctctggg
ctgaggcaaagacctctgaggccccgtccacccaggacccctccacccaggcctccactgcgtcctcc
ccagccccagaggagaatgctccgtctgaaggccagcgtgtgtggggtcagggacagagccccaggcc
agagaactctctggagcgggaggagatgggtcccgtgccagcgcacacggatgccttccaggactggg
ggcctggcagcatggcccacgtctctgtggtccctgtctcctcagaagggacccccagcagggagcca
gtggcttcaggcagctggacccctaaggctgaggaacccatccatgccaccatggacccccagaggct
gggcgtccttatcactcctgtccctgacgcccaggctgccacccggaggcagGCTAG 
aacaacctgtatcccaagcagcggtcattcaagacacagatatgcacttatacccataccattagcag
taattacaacatgtattgtgctgta TAT 
10.2 Primer 
bgh fw 5’ TCT AGT TGC CAG CCA TCT GTT GT 3‘ 
 rev 5‘ TGG GAG TGG CAC CTT CCA 3‘ 
   
   
   
   
 
 
 
